FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD, DE LA
ACTIVIDAD FISICA Y DEL DEPORTE

Departamento de Tecnologia de la
Alimentacién y Nutricidn

Efecto de diferentes factores: fertilizacion,
salinidad y procesado, sobre parametros objetivos
de calidad en pimiento

Ana Serrano Martinez

Directores: Dra. Estrella Nunez Delicado
Dr. José Antonio Gabaldén Hernandez

Murcia, mayo de 2009






UCAM

AUTORIZACION DE LOS DIRECTORES
DE LA TESIS PARA SU PRESENTACION

La Dra. D" Estrella Nufiez Delicado y el Dr. D. José Antonio Gabaldén
Hernandez como Directores® de la Tesis Doctoral titulada “Efecto de diferentes
factores: fertilizacion, salinidad y procesado, sobre parametros objetivos de calidad
en pimiento” realizada por D®. Ana Serrano Martinez en el Departamento de
Tecnologia de la Alimentacién y Nutricién, autoriza su presentacién a tramite dado
que retine las condiciones necesarias para su defensa.

Lo que firmo, para dar cumplimiento a los Reales Decretos 56/2005 y 778/98,
en Murcia a 21 de Mayo de 2009.

Dra. D?. Estrella Nunez Delicado Dr. D. José Antonio Gabaldén Hernandez

M Si la Tesis esta dirigida por mas de un Director tienen que constar y firmar ambos.

Tercer Ciclo. Vicerrectorado de Investigacion

Campus de Los Jeronimos. 30107 Guadalupe (Murcia)
Tel. (+34) 968 27 88 22 « Fax (+34) 968 27 85 78 - C. ¢.: tetcerciclo@pdi.ucam.edu






A Jesiis, mi marido, por darle sentido
a mi vida, sin ti, nada de lo que
soy seria posible.

A mis padres, por ser mis referentes,
gracias por darlo todo sin

pedir nada a cambio.

A la memoria de “mi querido Abuelo”.






AGRADECIMIENTOS

Atn sabiendo lo dificil que es plasmar en un papel los agradecimientos a todas
aquellas personas que de un modo u otro han contribuido a la realizacién de la Tesis

doctoral, me gustaria por lo menos hacer un intento.

En primer lugar deseo expresar mi més sincero agradecimiento a los directores de la
Tesis, la Dra. Estrella Nufiez Delicado y el Dr. José Antonio Gabaldén Hernandez por

su ayuda y dedicacién durante estos afios de trabajo.

A Estrella, por sus largas conversaciones, excelente supervisiéon y por los valiosos
conocimientos cientificos transmitidos con estimulo y dedicacién, que ha hecho

posible el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

A Gabaldon, por sus consejos, orientacién y poner a mi servicio esa gran cantidad de

conocimiento que atesora en su cabeza.

A mi Carmela, “mi hermana”, por su gran amistad incondicional, complicidad con la
que hemos trabajado y por esos momentos inolvidables que hemos pasado juntas,

como esos bailes marcados en el laboratorio entre extraccién y extraccién.

A Isabelita, por su alegria, gran amistad, ayuda ante los diferentes obstaculos que se

han presentado y por esos consejos que nos hacen ser mejores personas.

A Santiaguini, por las constantes muestras de apoyo dentro y fuera de la
Universidad, por su gran paciencia con el ordenador sin perder el buen humor y

plena dedicacién prestada siempre que fue requerida.

A Maite, Patricia y Pilar por su gran calidad humana y por estar siempre dispuestas a

ayudarme y preparar esa placa o ese tampén de tincion tan a tiempo.

A mis compafieros de departamento, Antonio Soler y Antonio José, por el apoyo

prestado en todo momento.



A Gines, por su buen humor y capacidad para arrancarte una sonrisa cada mafiana.

A todas las personas del Departamento de Nutricion que de algin modo han

contribuido a la realizacién de este trabajo.

A D. Gabriel, por su paciencia, amistad y ayuda prestada.

Al IMIDA y al CTC, por la aportaciéon de muestras y por el buen trato recibido, y a

Paco y Sese por su ayuda y colaboracién.

A Jests, porque por él he mirado siempre hacia delante.

A mis padres, porque sin su excelente ejemplo y estimulo no hubiera conseguido
seguir adelante ni llegar donde estoy. Gracias por apoyarme y animarme a conseguir
mis objetivos.

A mi hermano, por la vida que me da.

A mis amigas de toda la vida Raquel, Belén y Carmen, porque sin vuestra amistad,
esto no hubiera sido posible. Gracias por escucharme en los momentos mas bajos y

por la paciencia y el carifio que me habéis demostrado en todo momento.

A la Universidad Catélica San Antonio de Murcia, por su colaboracién.



ARTICULOS PUBLICADOS

El contenido de esta Tesis Doctoral ha sido parcialmente publicado en los siguientes

trabajos:

e DPérez-Lopez, A. J.; del Amor, F. M.; Serrano-Martinez, A.; Fortea, M. I;
Nufiez-Delicado, E. 2007. Influence of agricultural practices on the quality of
sweet pepper fruits as affected by the maturity stage. Journal of the Science of
Food and Agriculture. 87, 2075-2080.

e Serrano-Martinez, A., Fortea, M. 1., del Amor, F. M.; Nufnez-Delicado, E.
2007. kinetic characterisation and thermal inactivation study of partially
purified red pepper (Capsicum annuum L.) peroxidase. Food Chemistry. 107,
193-199.

e del Amor, F. M.; Serrano-Martinez, A.; Fortea, M. I.; Legua, P.; Nufiez-
Delicado, E. 2008. The effect of plant-associative bacteria (Azospirillum and
Pantoea) on the fruit quality of sweet pepper under limited nitrogen supply.
Scientia Horticulturae. 117, 191-196.

e del Amor, F. M.; Serrano-Martinez, A.; Fortea, M. I.; Nufez-Delicado, E.
2008. Differential effect of organic cultivation on the levels of phenolics,

peroxidase and capsidiol in sweet peppers. Journal of the Science of Food and
Agriculture. 88, 770-777.

e Fortea, M. I; Lépez-Miranda, S.; Serrano-Martinez, A.; Carrefio, J.; Nifiez-
Delicado, E. 2008. Kinetic characterisation and thermal inactivaton study of
polyphenol oxidase and peroxidase from table grape (Crimson Seedlees).
Food Chemistry. 113, 1008-1014.






INDICE GENERAL

INDICE DE ABREVIATURAS .......covuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeesveeessseeeeessese s 15
INDICE DE TABLAS ..o eseaee st 17
INDICE DE FIGURAS ....ooooeieeeeeeeeeeeeeeesesseeesees e sssssssessssssasesasssesassens 19
CAPITULO L INTRODUCCION ....commnrsssssmmmmsnsnssssssssmsssssssssssssssssssssnsses 23
1. INEFOAUCCION .cuenceriririnniiiininsinsicsinseninieiisisessissessessisssssssssssssessesssssassasesasses 25
1.1 CULTIVO ittt ss st 25
1.1.1. Taxonomia, descripcién botéanica y distribucién mundial ............cc.c......... 25
1.1.2. Cultivo de pimiento en la Regién de Murcia ........ccccoeeeieiiciiciiiniiccnen, 28
1.1.3. Valor Comercial y Nutricional ........cccccooeiiiiniiiiiiccce, 30
1.1.3.7. FIAUOTOUAES ...ttt ettt sttt 37

1.1.3.2. NO FIAUONOIACS ...t 40

1.2. CULTIVO ECOLOGICO Y TRADICIONAL ...cuvuiiiiieieieierencsisiiinnssse e sesescscsssssssssesesesenenns 45
1.2.1. Regulacién del cultivo @ColOgICO .......ceueveviiieiiiicieieicc 47
1.2.1.1. Normas de produccion ..........eeeeeeeeeeecucieeieieieeecie e s 48

1.2.1.2. Normas de transformacion ............eveeerereiniieeeeeesessseeese s 48

1.2.1.3. EHIQUEEAAD ...ttt s 49

1.2.1.4. LOGOLIPO .ttt 49

T.2.1.5. COMETOL ittt ettt ettt nes 50

1.2.2. Calidad nutritiva de los productos ecoldgicos .........cccccourrrieieieiniiiicicnnae, 51
1.2.3. Relacién agricultura ecolégica-consumidor ...........ccoeeveiiinnnininiiiiiinennnn, 52

1.3. USO DE BIOFERTILIZANTES .....ccvvuiuiiiiiniiiiiniiiieniesiescestescs st sess s ssssenens 53
1.4, ESTRES SALINO ..ottt e 56
1.4.1. STtUACION ACEUAL ..ottt e eee 56
1.4.2. Efectos de la salinidad en la planta .........c.ccooovreiiiniiiciiicc 57

1.5. ACTIVIDAD PEROXISADA .....cueiititiiiretiieteteee ettt ettt st ae s 58

BT R =S 0 > e T = YT R RRRROTR 59



12 ANA SERRANO MARTINEZ

CAPITULO II OBJETIVOS ...ocveerrrrsreessrenssesssesssssssssssssssssessssssssassssssssessssssssenss 63
2. ODJOLIVOS uucurereiiteiiteinteintnicntinscissenssesssetssesessssesesessssessssessssssnssssssssssessanes 65
CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS ....ovvveerrrnnressrsssassssessssssssenees 67
3. Materiales y Métodos ........coeuvevuireereenncccncennne 69
3.1. MATERIAL VEGETAL ...ooutiiiiniiitiniinicnctste st ten st es s aen s 69

3.1.1. Pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégica y tradicional ... 69

3.1.2. Pimiento cultivado con biofertilizantes ............coeeverreeernecrneencneerenennenes 71
3.1.3. Pimiento sometido a diferentes concentraciones de estrés salino ............... 72
3.1.4. Pimiento conservado en V gama ..........ccocoeueueieiiiicicieieieeceie e 74
3.1.4.1. DescripCiOn del PrOCeS0 .........coweererevvieeeneieieiiieeiee e 74

3.2 REACTIVOS vttt s 75
3.3. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (IN 107AL) «tevvereerreruerseresescesseessersessessessesesseenes 76
3.4. FIRMEZA DEL FRUTO ...cuvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 76
3.5. DETERMINACION DE ACIDOS ORGANICOS ......conrvveiveneesrssssssnsssnssssssssssssssssnsssesssnness 76
3.6. DETERMINACION DE PROTEINAS Y FENOLES TOTALES .......ccoviiuiiiiiiicicciieeeeeeens 77
3.6.1. PrOtEINQAS ..eeieeieiieiieieeieeeete ettt sttt ettt et et s e st e s s e bt aeeee e 77
3.6.2. Compuestos fENOLICOS .......cccovuriiiiiiiiiiiiiiiiiri s 78

3.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL METODO

ORAC- FLUORESCEINA (ORAC-FL) ..ottt 79
3.8. EXTRACCION Y DETERMINACION DE CAROTENOS TOTALES ....cvecueutereeenenreneeneerensenennene 81
3.9. MIEDIDAS DE COLOR ....uevtuteutrretentrsensentesensentesensetesessentesessessesessensestssensesessenseseesenseneesenes 82
3.10. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO ......covoveeeeereereeeseeeseesessssesesesssesssesssesesesesanees 83
3.11. EXTRACCION DE PEROXIDASA (POD) DE PIMIENTO .....covevteuinieieiinrenieenreneeeereneeeenene 84
3.12. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA .....ocvviuierueueieirencceereeeeeseseseseeeaenes 85
3.13. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLTACRILAMIDA ......cotruetertrrenenenrensenensenseneesenseneenenne 85
3.14. ESTABILIDAD TERMICA ..ceeutruirieuirrinrenteiententertnreeestsrestesesseeesessessesessensesessenseseesenseneesenes 86

3.15. ANALISIS ESTADISTICOS ....uuveiiiieeieeeiteeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeesateeesaeeessssaeeessnseeesssseesssnseeeans 86



INDICE GENERAL 13

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION ...oreeeeerrerseseesseesesnssessnsens 87
4. Resultados y DiSCUSION .....cucueeevieinieiniinnieinienstensseinneneneissesssssssensssssssesnanes 89
4.1. COMPARACION DE DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD EN PIMIENTO

4.2.

4.3.

44.

CULTIVADO BAJO SISTEMA DE PRODUCCION ECOLOGICA Y TRADICIONAL:

CONTENIDO EN PROTEINAS, COMPUESTOS FENOLICOS, VITAMINA C, ACTIVIDAD

POD, CAROTENOS Y COLOR ....uvveiieiureeeeereeeenireeeeeisreeeesseeeesiseeeeessseseessseessssesessssssesssnsens 89
4.1.1. Contenido en ProteiNas ..o 89
4.1.2. Contenido en compuestos fENOLCOS .......ccocuiuiuiiininiriririiicieiccceciiieeeeees 90
4.1.3. Contenido en vitamina C ........cccoeveirenieineneineteeneeetneeees e reseene 92
4.1.4. Actividad POD .....ccooiiiiiirieineceniectneieentetctteie ettt b e 94
4.1.5. Contenido total de Carotenos .........cc.coceeeerierererienneniereneneeneneeeeeseeesre e 97
4.1.6. Parametros de COLOT .....ovirirniiriinieriieiietetetete ettt et ettt te st besseene e ensenes 98
COMPARACION DE DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD EN PIMIENTO

CULTIVADO CON BIOFERTILIZANTES O CON FERTILIZACION QUIMICA:

CONCENTRACION DE Nrora, CARACTERISTICAS FiSICAS DEL FRUTO, ACIDOS

ORGANICOS, POD Y COMPUESTOS FENOLICOS .......eecovveeieeereeeieeereeecreesereeereeeseeeenens 101
4.2.1. ConcentraciOn de Niotal ceeeeeeeeeeeeieerireiiieeeeeiieeeesteeeeseeeeessreeessaeeeessaaeesssaeesesns 102
4.2.2. Caracteristicas fisicas del fruto .......cocevervierienierereeireeeeeeee e 103
4.2.3. Acidos OTZATICOS ..vvviniiieriniieteciere e 106
4.2.4. POD y compuestos fendlicos totales ... 108
COMPARACION DE DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD EN PIMIENTO SOMETIDO A

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ESTRES SALINO: COMPUESTOS FENOLICOS,

VITAMINA C, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ACTIVIDAD POD ......oooevvverveereecveenne. 111
4.3.1. Compuestos fENOLICOS ........cccuiiviiiiiniiiiiiiiiiciii e 111
4.3.2. Nivel de vitamina C .......cocoeviieiieieciieiecieeeeeeeere et sreeereeere e et eesaereens 116
4.3.3. Capacidad antioXidamnte .............ccccovrrririiiiiiiiiniiinrnreeeeeeecee e 120
4.3.4. Actividad POD ....coiiiiiii ettt sttt 124
EFECTO DE LAS CDS EN DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD DE PIMIENTO

CONSERVADO EN V GAMA: COMPUESTOS FENOLICOS, VITAMINA C, CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE Y CCOLOR ...utvveiieeiieeeitieeeeeeeeeeeseeteeeeeesssssaseeeeseesssssssseesssssssssssssessessssnnes 127



14 ANA SERRANO MARTINEZ

4.4.1. Compuestos fENOLICOS ...t 127
4.4.2. Nivel de vitamina C ......ooovveviiiiiieee et ereeereesaeeenae e 131
4.4.3. Actividad antioXIAANte .......cc.eeeevvviiieeeiiceieeeeeeeeeeeee e 134
4.4.4. Pardmetros de COLOT ....oummiiiiiiieeie ettt e eeaae e e saae e s sraeeesnaes 137
4.5. CARACTERIZACION DE POD DE PIMIENTO ...ccuvteeieeetrieeeeeetreeeieeesteeeeseeesseeeeseeensveensneens 143
CAPITULO V. CONCLUSIONES .....voveveveeerereeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssasasens 155
5. CONCIUSIONES ..eeeeeerreereerrreeeecrsrereesssseeeesssssesesssssesssssssesssssssesessssssssssssasssssssasessanns 157
CAPITULO VL BIBLIOGRAFIA ..ueeeeeeereeeeererereerersnesn 159

(3005 31 0) B TaT - -V i - T 161




INDICE DE ABREVIATURAS 15

INDICE DE ABREVIATURAS

AA: acido L-ascorbico.

AAPH: 2,2-azobis-[2-metilpropionamida]dihidrocloridro.
ABTS: acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico.
ADHA: 4cido dehidroascorbico.

AUC: area bajo la curva.

B-CDs: B-ciclodextrinas.

BPA: aplicacién de buenas practicas agricolas.

BSA: albimina de suero bovino.

C*: croma.

CDR: cantidad diaria recomendada.

CIFEA: Centro Integrado de Formacién y Experiencias Agrarias.
CRAE: Consejeria de Agricultura y Agua de la Regién de Murcia.
Da: Dalton.

DDT: dias después del transplante.

DPPH: 2,2-difenil-picril-hidracil.

Ea: energia de activacion.

ECV: enfermedad cardiovascular.

FAO: Organizacién para la Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas.
FL: fluoresceina.

FRAP: reduccion del hierro-poder antioxidante.

FW: peso fresco.

H20z: perdxido de hidrogeno.

Ha: hectarea.

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.

IFOAM: Federacion Internacional de Agricultura Ecoldgica.
INFOAN: federacién internacional de Agricultura Ecoldgica.
Kwm: concentracién de sustrato necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad
maxima.

L*: luminosidad.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.

MARM: Ministerio de Medioambiente, Rural y Marino.

min: minutos.
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nm: nanémetro.

OH: grupos hidroxilo.

OMC: Organizacion Mundial del Comercio.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ORAC: capacidad de absorcion del radical de oxigeno.

ORAC-FL: ORAC-fluoresceina.

POD: peroxidasa.

PPO: polifenol oxidasa.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

SDS: dodecil sulfato sédico.

T: tiempo

TRAP: potencial antioxidante total.

Valor D: Tiempo requerido para reducir la actividad enzimatica un 10% del valor
original.

Vm: velocidad maxima.

xg: equivalentes de gravedad en centrifugacion.

[B-CD: B-ciclodextrina.

AE: delta E.

€: absortividad molar.

4MN: 4-metoxy-a-naftol.
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1. INTRODUCCION

1.1. CULTIVO

1.1.1. Taxonomia, descripcién botanica y distribucién mundial

La familia de las Solandceas engloba una serie de especies caracterizadas por
la coincidencia floral y conocidas por su riqueza en alcaloides, entre las que destacan
por su interés agrl’cola y farmacéutico: pimiento, tomate, patata, petunia, tabaco,
belladona, estroncio o belefio.

El género Capsicum representa a un diverso grupo de plantas, desde el
conocido pimiento de carne gruesa o pimiento dulce, cultivado en la Regién de
Murcia, hasta el pimiento habanero, conocido por ser el mds picante de los cultivados
en México (Bosland, 1996) (Figura 1.1).

Figura 1.1. Diversidad de formas y colores de pimientos.

Todas las especies del género Capsicum son originarias del hemisferio Oeste,
excepto Capsicum anomalum, que es originaria de Asia. El nlimero de especies dentro
del género Capsicum es objeto de considerables debates. En 1953, Heiser y Smith,
reclasificaron el género en 4 especies, annuum, frutescens, baccatum y pubescens (Heiser
y Smith, 1953), y en 1957 estos mismos investigadores determinaron Capsicum sinense
como una nueva especie perteneciente al mismo género, incrementando asi la lista de
especies domesticadas. Hoy dia, en el género Capsicum se incluyen al menos 25
especies silvestres y 5 especies domésticas, pero esto es sélo una estimacién. La

taxonomia descrita recientemente para el género Capsicum, por encima de especie es:



26 ANA SERRANO MARTINEZ

Reino, Plantae; Divisiéon, Magnoliophyta; Clase, Magnoliopsida; Orden, Solanales;
Familia, Solanaceae; Género, Capsicum. Sin embargo, casi todas las variedades
cultivadas se engloban dentro de la especie Capsicum annuum L. (Milla, 1996).

La planta de pimiento es herbacea y anual, aunque puede rebrotar y volver a
producir frutos en su segundo afio, si se le hace un poda de rejuvenecimiento antes
de que finalice su desarrollo vegetativo (Serrano, 1996). El sistema radical del
pimiento es voluminoso y profundo, estd formado por una raiz principal pivotante,
aunque en terrenos apelmazados o en suelos de textura pesada tiene escaso
desarrollo. Dispone, asimismo, de numerosas raices adventicias que en horizontal
llegan a alcanzar de 0,5 a 1 m de longitud. Cultivadas en invernadero y con riego por
goteo, las raices suelen crecer en los primeros 30-40 cm de profundidad. La altura de
la planta en invernadero es variable, dependiendo de la variedad y de la fecha de
transplante, temprana o mds tardia, pero en general oscila entre 1 y 2 m (Jurado,
1999). La planta se desarrolla por un tallo principal de crecimiento limitado, que
ramifica en tres o cuatro ramas o tallos secundarios entre los 10 y 40 cm de altura,
formando una estructura conocida con el nombre de “cruz” del pimiento. Estas ramas
se vuelven a bifurcar de forma dicotémica apareciendo los tallos terciarios y asi
sucesivamente hasta el final de su ciclo. Los tallos son herbaceos y ligeramente
lignificados. Sus hojas son simples y de tacto liso, de borde entero o apenas sinuoso
en la base del limbo y glabra. Estan formadas por un largo peciolo que une la hoja con
el tallo y el limbo, que es plano, delgado y de forma lanceolada o aovada. Estas, se
encuentran insertadas en el tallo de forma alterna.

Las flores del pimiento son hermafroditas y alégamas y estan formadas por
pétalos blancos. Suelen aparecer solitarias en cada nudo del tallo, concretamente en la
axila de la hoja y son mas o menos pequefias dependiendo de las variedades. Para
que se produzca la floracién, es necesario que la planta alcance un grado de madurez,
que se consigue cuando tiene alrededor de 10 hojas (Serrano, 1996).

El fruto del pimiento se define botanicamente como una baya, constituida por
un grueso y jugoso pericarpio, y un tejido placentario al que se unen las semillas,
dando lugar a una estructura de superficie tersa, hueca, voluminosa, llena de aire y
con forma de capsula. Estas caracteristicas del fruto, asi como su tamafio, dependen
de la variedad (Nuez y col., 1996). Las semillas de pimiento son redondeadas y
ligeramente reniformes, suelen tener de 3 a 5 mm de longitud, se insertan sobre una

plancenta cénica de disposicién central, y son de color amarillo palido. La facultad
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germinativa suele ser de 3 a 4 afios. Un gramo puede contener entre 120 y 200
semillas.

A pesar de que el pimiento es originario de América del Sur, zona de Bolivia
y Pert, en la actualidad casi la mitad del pimiento consumido mundialmente se
produce en el drea del Mediterrdneo (Namesny, 1996). Su introduccién en Europa y
subsecuentemente, en Africa y Asia ha sido histéricamente asociada al viaje de Colén
a las Américas (Heiser, 1976). El cultivo del pimiento se extiende a casi todas las
zonas templadas y calidas del mundo. Segiin el Anuario de Produccién de la
Organizacion para la Agricultura y la Alimentacién de las Naciones Unidas (FAQ,
2006), el pimiento ocupa la quinta posicién en cuanto a superficie cultivada de
productos horticolas en Espafia, tras el tomate, la cebolla, la sandia y las coles. Por
variedades, la superficie cultivada de pimiento varia considerablemente en cada pafs,
en funcién de los usos y costumbres, volumen y destino de las exportaciones, etc. En
Espafia, por ejemplo, se producen pimientos dulces (Lamuyo, California, Italiano,
Padrén, etc.), pimientos para conserva (del Piquillo, Morrén, etc), para pimentén
(Nora, Guindillas) y para encurtidos (amarillo de Hungria).

Segtn los datos publicados por el Ministerio de Medioambiente, Rural y
Marino (MARM), en 2008 se cultivaron en el mundo mas de 1 millon de Ha de
pimiento para su consumo en fresco (MARM, 2008). China es el principal productor
mudial, con unos 12 millones de toneladas/afio, seguido por México y Turquia con
aproximadamente 1.800.000 toneladas/afio. Indonesia, Espafia y EEUU ocupan el 4°,
5° y 6° puesto, respectivamente, en producciéon de pimientos frescos, con cifras en
torno al millén de toneladas/afio.

En Europa, durante los meses de primavera y verano, se producen grandes
cantidades de pimiento, sin embargo, en invierno, s6lo se puede cultivar de manera
regular en zonas de clima templado como el sureste de Espafia y Canarias. De esta
forma, Espafia se ha convertido en el centro de produccién més seguro, asentado y
profesionalizado de Europa. La cuenca mediterranea es responsable de la produccién
de casi la mitad del pimiento que se consume en el mundo. Dentro de este area, los
principales paises productores son, en orden de mayor a menor, Turquia, Espana e

ITtalia.
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1.1.2. Cultivo del pimiento en la Regién de Murcia

Esparia es el principal productor europeo de pimiento. Segiin el MARM, la
superficie cultivada en el 2008 fue de 20.200 Ha. La produccién temprana (otofio-
invierno) de pimiento en Espafia se localiza principalmente en Alicante, Almeria,
Islas Canarias y Murcia. La Regién de Murcia es una de las principales zonas de
cultivo, produciendo variedades de gran valor socio-econémico como las que se
utilizan para su consumo en fresco y se cultivan en invernaderos. En Murcia el 40,5%
de la produccién final agraria se debe a las especies horticolas. De las 6.519 Ha de
invernadero que ocupan los cultivos horticolas de la regién de Murcia, 1.561 Ha son
de pimiento, de las cuales el 99% estan situadas en el Campo de Cartagena con una
produccién media de 9,67 Kg/m? (Consejeria de Agricultura y Agua de la Region de
Murcia, 2008).

El pimiento para consumo en fresco es, actualmente, junto al tomate y la
alcachofa, el cultivo que abarca la mayor parte de la mano de obra que se dedica al
sector agricola en la Region de Murcia. La repercusion social del cultivo de pimiento
de carne gruesa en la Regién de Murcia es muy importante, especialmente en el
Campo de Cartagena, donde el nimero de productores de pimiento es de 1.455, con
una superficie media de 1,23 Ha/productor, lo que indica que la estructura de
produccién de las explotaciones es familiar. El cultivo del pimiento genera empleo
para 3.569 personas en el campo, 1.785 en almacén y 714 empleos indirectos,
generando un total de 6.068 puestos de trabajo, lo que supone un importe en mano de
obra de 50 millones de €/afio. En cuanto al valor de la produccién del pimiento, en la
campafia 1996-97, ascendi6 hasta los 130 millones de €.

Las variedades de pimiento cultivadas en Almeria y Murcia pueden
resumirse fundamentalmente en tres, segin la forma del fruto (Nuez y col., 1996):
rectangular conocido como “Lamuyo” o largo (Figura 1.2); cuadrado, también
conocido como “California” (Figura 1.3) y cénico o “Dulce Italiano” (Figura 1.4). La
produccién del pimiento “California” se destina, casi en su totalidad, a la
exportacion, prefiriendo mayoritariamente el mercado nacional el pimiento largo o

“Lamuyo”.
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Figura 1.3. Pimiento Variedad Del Sol, del tipo California Amarillo.

Figura 1.4. Pimiento Variedad Italress, del tipo Dulce Italiano.

El principal destinatario de las exportaciones del pimiento tipo “California”
es Alemania; le sigue Inglaterra, pais que paga mejor el producto, si bien, es cierto
que eleva considerablemente el nivel de calidad. Tras ellos, se encuentran los demés
paises del centro y norte de Europa y, mediante convenios, Estados Unidos y Canada.
La mayor parte de la produccién, mas del 95%, se destina al mercado en fresco. Las
calidades inferiores son las que van a las industrias conserveras.

En nuestra Region, el cultivo en invernaderos cubiertos con plastico esta
ampliamente extendido para responder a las exigencias climaticas del pimiento fuera
de temporada. Se estd pasando de los invernaderos con la estructura tipo parral de

porte bajo, caracterizado por una insuficiente ventilacién, a otra de porte alto con
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mayor volumen y mejor ventilacién del tipo “multitunel”. La modernizacién de los
invernaderos y la aplicacién de nuevas tecnologias han traido consigo una mejora de

la calidad del producto y una mayor seguridad alimentaria.

1.1.3. Valor comercial y nutricional

En general, el interés del consumidor por la calidad y propiedades nutritivas
de los productos vegetales se ha incrementado en los tultimos afios (Kubota y
Thomson, 2006). La calidad del producto vegetal es un tema complejo, ya que deben
ser consideradas diferentes caracteristicas como: textura, contenido en minerales y
vitaminas, sabor y otras caracteristicas organolépticas y nutriconales (Gruda, 2005),
sin olvidar posibles residuos bidticos y/o abidticos que pueden alterar los frutos
como consecuencia de no aplicar unas Buenas Précticas Agricolas (BPA).

Los frutos de pimiento han formado parte de la dieta humana desde hace
7.000 afios (Macneish, 1964). En los ultimos afos su comercializacion se esta
incrementando debido al descubrimiento de nuevos usos y al interés del consumidor
por este cultivo. Ademds de servir como alimento, el fruto ha sido ampliamente
utilizado como especia y como agente colorante en alimentos y cosméticos (Bosland y
Votava, 1999).

El principal componente del pimiento es el agua, seguido de los hidratos de
carbono, lo que hace que sea una hortaliza con un bajo aporte calérico. Ademas, es
una buena fuente de fibra y, al igual que el resto de verduras, su contenido proteico
es muy bajo y apenas aporta grasa. Su consumo es bastante frecuente debido a la
atractiva combinacién de color, sabor y valor nutricional que posee. Como hortaliza,
los frutos del pimiento se pueden consumir tanto maduros (rojos), como inmaduros
(verdes), siendo una fuente importante de vitaminas C y E (Palevitch y Craker, 1995;
Daood y col., 1996). En fresco, llegan a contener mas del doble de vitamina C de la que
albergan frutas como naranja o fresa (Vanderslice y col., 1990) y es una fuente
importante de carotenoides (provitamina A) (Krinsky, 1994; Matsufuji v col., 1998;
Krinsky, 2001; Vanderslice y col., 1990). Los niveles de vitamina C, carotenoides y
compuestos fendlicos pueden variar en funcién de diferentes factores como: tipo de
cultivo, practicas agricolas (ecolégica y tradicional), estadio de maduracién y

condiciones de almacenamiento (Lee y col., 2000; Tudela y col., 2002; Howard y col.,
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2002; Asami y col., 2003; Marin y col., 2004; Zhang v col., 2003; Vian y col., 2006;
Howard y col., 2000).

La vitamina C corresponde al grupo de las vitaminas hidrosolubles, y como la
gran mayoria de ellas, no se almacena en el cuerpo por un largo periodo de tiempo,
elimindndose en pequefas cantidades a través de la orina. Por este motivo, es
importante su administracién diaria, ya que es facil que se agoten sus reservas. El
hombre es incapaz de sintetizar la vitamina C y debe obtenerla de la dieta.

Es una sustancia de color blanco, estable en su forma seca, pero en solucién se
oxida con facilidad, especialmente a elevadas temperaturas y en presencia de
cantidades traza de hierro, cobre y élcalis (Davey y col., 2000). La forma oxidada del
acido ascérbico (AA), el acido dehidroascérbico (ADHA), también posee actividad
vitaminica, ya que la reaccién éxido-reduccion que involucra al par redox AA-ADHA

es reversible (Figura 1.5).

CH,OH CH,OH
HCOH HCOH
(@] @]

O —_— e O
_ ~
H H
OH OH O O
Acido ascérbico Acido dehidroascérbico

Figura 1.5. Oxidacion del dcido ascérbico a dehidroascérbico.

El 4cido AA presenta tres funciones fundamentales: cofactor enzimatico,
captador de radicales libres y donador/aceptor, en la cadena de transporte de
electrones tanto en la membrana plasmatica como en los cloroplastos.

La vitamina C es un nutriente cuya importancia radica en sus propiedades
antioxidantes (Bielski y col., 1975), que previenen procesos degenerativos comunes
(Davey vy col, 2000), algunos tipos de céancer (Harris, 1996), enfermedades
cardiovasculares, cataratas, problemas del sistema inmune y arteriosclerosis

(Sauberlich, 1994). Ademas, interviene en la formacién de colageno, glébulos rojos,
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huesos y dientes, y favorece la absorcién del hierro de los alimentos (Namiki, 1990).
Esta vitamina es uno de los componentes mas importantes del pimiento, tanto en
estado maduro como inmaduro, y muchas variedades pueden aportar la cantidad
diaria recomendada (CDR) en 50-100 g de fruto fresco (Bosland y Votava, 2000; Nuez
y col., 2003), teniendo un rango de concentraciones que va desde 63 a 243 mg/100 gde
peso fresco (FW) (Howard y col., 1994; Howard y col., 2000; Tadesse y col., 2002).

Los carotenoides, son los responsables del color rojo del pimiento y su
importancia en la dieta estd muy reconocida, tanto por ser los precursores de la
vitamina A, como por su capacidad antioxidante en la proteccion celular (Namiki
1990). Ademas muestran un potente efecto protector frente a varios tipos de cancer,
en la prevencién de tlceras gastricas, estimulacién del sistema inmune, prevencién
de enfermedades cardiovasculares, y proteccién frente a degeneracién macular y
cataratas (Krinsky y Johnson, 2005), a la vez que son requeridos para la diferenciacién
celular humana (Byers y col., 1992).

La concentracién de carotenoides en tejidos vegetales depende de las
condiciones agronémicas, especialmente exposicién a la luz y aporte de nitrégeno.
Los principales carotenoides presentes en alimentos son a- y B-caroteno, luteina,
licopeno, B-criptoxantina y zeaxantina. Los carotenoides del tipo amarillo f-caroteno
y B-criptoxantina son la principal fuente de vitamina A (Wall y col., 2001).

La distribucién de carotenoides entre los distintos grupos de plantas no
presenta un patrén tnico. En verduras, los carotenoides mayoritarios son luteina, -
caroteno, violaxantina y neoxantina, en este orden y en pequefias cantidades también
se encuentran zeaxantina, p-criptoxantina y anteraxantina. En frutos, las xantofilas
suelen encontrarse en mayor proporcion, aunque en algunos casos, los pigmentos
mayoritarios son carotenos, como es el caso del licopeno del tomate. Hay que tener en
cuenta que el patrén de carotenoides en un mismo fruto varia en funcién de factores
como: variedad, condiciones climdticas y método de cultivo, entre otros. Estos
factores han sido ampliamente estudiados para mejorar la retencién de color durante
el procesado y almacenamiento de los mismos (Minguez-Mosquera y col., 1993a;
Minguez-Mosquera y col., 1993b; Howard y col., 1998; Markus y col., 1999).

Uno de los cambios més sobresalientes que se producen en la maduracién del
pimiento, es el paso de color verde de los frutos inmaduros al rojo de los maduros. A
nivel fisiolégico tiene lugar el desmantelamiento del sistema fotosintético de cada

célula del pimiento, convirtiéndose el cloroplasto en cromoplasto.
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El color verde del fruto inmaduro es debido principalmente a la presencia de
clorofilas. Los carotenos tipicos de los cloroplastos, tales como carotenoides
oxigenados o xantofilas, violaxantina, neoxantina y luteina (Figura 1.6) (Minguez-
Mosquera y col., 1994a; Minguez-Mosquera y col., 1994b; Hornero-Méndez y col.,
2000a; Hornero-Méndez y col., 2000b) pueden variar en su composicion y
concentracion debido a las diferencias en la genética y el grado de la maduracién
(Davey y col., 1970; Markus vy col., 1999).

El principal cambio producido es la degradacion de la clorofila, que al no
estar ya ligada a su lipoproteina, es susceptible a la accion de los acidos y la enzima
clorofilasa. Los productos resultantes sufren oxidaciones varias, que van rompiendo
cada vez mas las moléculas, dando lugar a la formacién de compuestos de bajo peso
molecular, con la caracteristica comun de ser incoloros, perdiéndose asi el color verde
de forma progresiva. Esta transformacion de la clorofila va acompafiada de la sintesis
de carotenoides, siendo los responsables del color rojo final, capsantina, capsorrubina
y capsaicina 5,6-epoxido, exclusivos del género Capsicum, y los que originan el color
amarillo, el resto de pigmentos (zeaxantina, violaxantina, antheraxanthin, [3-
cryptoxantina, -caroteno, y cucurbitaxanthin A) (Davies y y col., 1970) (Figura 1.6).

El pimiento rojo contiene una alta cantidad de provitamina A (B-caroteno y B-
criptosantina) (Minguez-Mosquera y col., 1993a), cuyos efectos antioxidantes han sido
ampliamente descritos en la literatura (Conn y col., 1992; Palozza y Krinsky, 1992). El
licopeno es otro carotenoide abundante en pimiento, con alto poder antioxidante (Di
Mascio y col., 1989), que reduce la mortalidad en varios tipos de cancer (Gerster,
1997; Tsugane y col., 1992; Zhang y col., 1997).

Se han realizado numerosos estudios en pimiento fresco enfocados, la
mayoria de ellos, a la determinacién de su actividad antioxidante y la influencia del
procesado en la concentracién de compuestos bioactivos (Howard y col., 2000; Lee y
col., 1995; Marin y col., 2004; Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1993b; Simmone
y col., 1997). Asi, Howard y col., en 2000 estudiaron el efecto de la maduracion de
diferentes tipos de pimiento (Capsicum annuum L., Capsicum frutescens y Capsicum
chinense) sobre el contenido en antioxidantes, confirmando que su concentracion

aumenta con la maduracion.
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Figura 1.6. Estructura de los carotenoides mds representativos encontrados en pimiento.
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El color estd considerado como uno de los atributos principales de la
apariencia de los alimentos, especialmente si est4 asociado con otros aspectos de la
calidad de dicho alimento, como son la maduracion o el deterioro visible. Todos los
alimentos tienen un rango de color aceptable, que es marcado, en general, por la
demanda del consumidor. La estructura de un alimento y la pigmentacién son
caracteristicas que, en conjunto, determinan su color y luminosidad. Asi, pequefios
cambios en uno de estos dos factores, pueden afectar enormemente al color final del
alimento y por lo tanto a su aceptacién por parte del consumidor.

En la actualidad, se observa un crecimiento sustancial en la utilizacién de
colorantes naturales como aditivos alimentarios. El pimiento rojo (Capsicum annuum
L) o pimientén ha sido usado desde tiempos muy remotos como colorante,
intensificador o modulador del color de productos alimentarios (Uquiche, y col.,
2004).

En el comercio del pimiento y sus productos procesados, por ejemplo el
pimentén y las oleorresinas, el color es el pardmetro de calidad aplicado con mayor
frecuencia, (Perez-Galvez y col., 2004) de ahi que tenga una influencia notable en el
precio final del producto.

El intenso color rojo que adquiere el pimiento con la maduracién, asi como el
de sus productos procesados, es debido a los pigmentos carotenoides que contiene.
Por otra parte, el acido ascérbico, presente en cantidades elevadas durante la
maduracién del fruto, tiene un papel positivo para asegurar su color caracteristico y
la estabilidad del mismo en el producto final. Otros factores como la actividad de
agua, el tiempo y tipo de procesado y el sistema de secado, también influiran en la
estabilidad de los pigmentos y, por tanto, en el color del producto acabado (Kim y
col., 2002).

Dentro de los compuestos que le dan sabor y olores caracteristicos al
pimiento destacan los compuestos fenélicos y sustancias volatiles. Los compuestos
fendlicos que participan en los cambios de sabor y color en la maduracién del fruto,
son un grupo de metabolitos secundarios, sintetizados por las plantas en respuesta a
situaciones de estrés, ya que contribuyen a la defensa frente a microorganismos e
insectos y ayudan a preservar su integridad frente a la continua exposicién a factores
adversos (Harbone y Williams, 2000). Incluyen un amplio rango de estructuras
quimicas, cuya caracteristica comtin es la de poseer un anillo bencénico con grupos

hidroxilo (OH). La interaccién de los OH con los electrones nt del anillo bencénico
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confiere a la molécula unas propiedades especiales, de las cuales la més caracteristica
es la capacidad de captar radicales libres, ya que estos quedan estabilizados por
resonancia. La captacion de estos radicales, puede modificar los procesos de
oxidaciéon mediados por radicales, aspecto importante en cuanto a su actividad
biolégica. Los o-difenoles tienen una elevada capacidad antioxidante, aunque
también son inestables, oxidandose a quinonas por via quimica o enzimatica. Esta
inestabilidad se hace remarcable, por ejemplo, durante el procesado o
almacenamiento de frutas y hortalizas (Macheix y col., 1990). Otra caracteristica
importante de los fenoles, es que son buenos donadores de electrones, de forma que
pueden ser oxidados facilmente por enzimas oxidativas como peroxidasa (POD) o
polifenol oxidasa (PPO).

El término de compuestos fendlicos engloba a todas aquellas sustancias que
poseen una o varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unidas a
estructuras aromaticas o alifaticas (Croteau y col., 2000). Los compuestos fendlicos que
contienen mas de un grupo fendlico se denominan en general polifenoles, para
distinguirlos de los fendlicos simples. Atendiendo a su estructura basica, los
compuestos fenodlicos se pueden dividir en dos grandes grupos: flavonoides y no
flavonoides (Waterhouse, 2002). (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacién de compuestos fenélicos en funcion de su estructura quimica.

Antocianos Acidos fendlicos
Flavonoles - hidroxibenzoicos
Flavan-3-oles - hidroxicindmicos

Proantocianidinas (taninos no
hidrolizables)

Flavonas Estilbenos

Taninos hidrolizables

Flavanonas

Isoflavonas
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1.1.3.1. Flavoniodes

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comtin de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos fenilos (A
y B) unidos a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono
en los anillos C y A se enumeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6' (Kiihnau,
1976).

Los flavonoides forman el grupo de compuestos fendlicos mas importante por
su gran variabilidad estructural y presencia en la mayoria de alimentos de origen
vegetal (Figura 1.7). Estan implicados en las propiedades organolépticas de frutas y
hortalizas, tales como el sabor (Tomés-Barberdn y Espin, 2001) y se encuentran en el
vino tinto, té, frutas y hortalizas verdes, fundamentalmente pimiento, uva y lechuga
(Hasler, 1998; Trichopoulou y Vasilopoulou, 2000). También pueden consumirse en
forma de suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales.

En plantas, los flavonoides habitualmete se encuentran ligados a moléculas de
carbohidratos. A este tipo de combinacién, nticleo flavonoide basico unido a una o
varias unidades de carbohidratos se les denomina glicésidos y en ausencia de
moléculas de carbohidratos se les denomina agliconas. Los glicésidos son mas
solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que sus respectivas
agliconas.

Los frutos rojos son ricos en antocianos, los cereales en taninos y ligninas, los
citricos en flavononas, la soja en isoflavonas, etc. Sin embargo, la fuente, ingesta y
biodisponibilidad de flavonoides estd muy influenciada por factores como: estacién
del afio, luz, grado de madurez, preparacién y procesado del alimento (Aherne y
O’Brien, 2002).
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Figura 1.7. Estructura bésica de los principales grupos de flavonoides.

Antocianos

Son pigmentos naturales, solubles en agua, responsables del color de la
mayoria de los frutos, flores y hojas. Los frutos rojos, violetas y azules deben su color
a los antocianos o antocianinas, aunque existen excepciones, como es el caso de los
tomates o el pimiento rojo, donde el color es debido a los carotenos (Perez Lépez y
col., 2007). Asi, son un parametro de vital importancia para establecer la calidad y

aceptabilidad de muchas frutas (Hrazdina, 1982).

Flavonoles
Los flavonoles son inducidos por la luz solar ya que son compuestos pantalla,
que absorben parte de la radiacién solar (360 nm), atenuando el efecto de los rayos

ultravioleta en la planta (Price y col., 1995; Kolb y col., 2001). Por ello, los mas de 200
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flavonoles descritos, se encuentran en los tejidos externos de muchas frutas y
hortalizas, como el pimiento (Willians y Harbone, 1994). En frutas podemos encontrar
alrededor de 50 flavonoles distintos, fundamentalmente glicésidos de 4 agliconas:
kaempferol, quercetina, miricetina e isoramnetina, estando ampliamente descrita su
presencia en pimiento (Lee y col., 1995).

El flavonol mas comun es la quercetina, la cual se encuentra en altas
concentraciones en cebolla (Allium cepa) (Hertog y col., 1992a). Normalmente se
encuentra en forma de diferentes glicésidos, siendo el més abundante la quercetina-3-
rutinosido, también llamado rutina o quercetina-3-ramnoglucésido. Otros flavonoles
que habitualmente se ingieren en la dieta son kaempferol (brécoli) y mirecitina

(bayas).

Flavan-3-oles y proantocianidinas

Los flavan-3-oles, también llamados catequinas o taninos, generalmente se
encuentran como agliconas o esterificadas con acido gélico, siendo las méds comunes
la (+)-catequina y (-)-epicatequina. No aparecen de forma mayoritaria en frutas, sino
que lo hacen excepcionalmente. Las frutas con mayor contenido en catequinas son:
albaricoques, cerezas, moras y uvas. Ademads de estas frutas, las fuentes principales
de catequinas son el té y el vino tinto (Arts y col., 2000). Las proantocianidinas son los
productos de condensacién de los flavan-3-oles, los cuales se unen por enlaces

covalentes 4— 8y 4 — 6.

Flavonas y flavanonas

Las flavonas son estructuralmente muy parecidas a los flavonoles, solamente
difieren en la ausencia del grupo hidroxilo en la posicién 3 del anillo C (Figura 1.7).
Las principales flavonas en la dieta son apigenina y luteolina, y las fuentes de las
mismas se limitan a pimiento verde, apio y perejil (Hertog y col., 1992a; Hertog y col.,
1992b; Justesen y col., 1998).

En cuanto a las flavanonas, son flavonas sin la instauracién entre C2 y C3
(Figura 1.7), lo que produce un centro quiral en C2. Estdn representadas por
naringenina y hesperidina. La principal fuente de éstas la encontramos en citricos,
con una concentracién de hesperidina de 125-250 mg por litro de zumo (Rouseff y col.,
1987).
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Isoflavonas

La soja es la principal fuente de isoflavonas, las cuales se encuentran
representadas por daidzeina y genisteina (Reinli y Block, 1996). Estas han recibido
una considerable atencién debido a su propiedades estrégenicas y su supuesto papel

en la prevencién del cancer de mama y la osteoporosis (Tapiero y col., 2002).

1.1.3.2. No flavoniodes

Bajo esta denominacién, encontramos generalmente los acidos fenodlicos

(benzoico y cindmico) y otros derivados fendlicos como los estilbenos.

Acidos fenélicos

El término acido fendlico, en general designa a los fenoles que presentan un
grupo funcional carboxilico. Estos a su vez se pueden dividir, en funcién de su patrén
carbonado, en acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos (Figura 1.8). Ambas
estructuras se pueden encontrar con diferentes niveles de hidroxilacién, (Clifford,
2000; Tomas-Barberan y Clifford, 2000).

H COOH
Ry COOH
R, Ry

R,
Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicindmico

Figura 1.8. Estructura bdsica de los principales dcidos fenélicos.

El contenido de 4cidos hidroxibenzoicos en frutas y hortalizas es
generalmente bajo (Tomds-Barberan y Clifford, 2000), excepto en frutas rojas, rabano
negro, cebollas y piel de patata (Herrmann, 1989; Toérrénent y col., 1997; Lewis y col.,

1998). Los principales acidos hidroxibenzoicos son acido galico, dcido protocatéquico,
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acido p-hidroxibenzoico y 4- hidroxibenzoico.

Los derivados del 4&cido cindmico se encuentran principalmente
representados por los dcidos cafeicos, fertilico, sinapico y p-cumadrico, siendo el mds
representativo el acido cafeico (Macheix y col., 1990). Estos acidos raramente se
encuentran en forma libre, generalmente aparecen esterificados con acido quinico,
tartarico o con carbohidratos. Los ésteres del acido quinico se denominan acidos
clorogénicos, siendo el méds comiin el 5-cafeoilquinico o acido clorogénico (Figura
1.9).

COOH

HO

OH
OH OH
OH

Figura 1.9. Estructura del dcido clorogénico (5-cafeoilquinico).

Taninos hidrolizables
Son moléculas de elevado peso molecular (500-3000 Da) por lo general
solubles en agua, derivadas de la f1,2,3,4,6-pentagaloilglucosa que, en esencia,
consiste en ésteres de acido galico y glucosa. Las uniones tipo éster se rompen bajo
condiciones suaves de hidrdlisis (4dcidas, basicas o enzimaticas), de ahi que se
denominen taninos hidrolizables.
Dependiendo de los productos de hidrdlisis diferenciamos entre:
¢ Galotaninos, cuando su hidrdlisis libera dcido gélico.
¢ Elagitaninos cuando su hidrdlisis libera acido elagico.
Estos compuestos se encuentran muy distribuidos en el Reino Vegetal, siendo
las principales fuentes de la dieta las nueces, fresas, frambuesas, zarzamora, granada

y sus derivados como zumos y mermeladas (Espin y Tomés-Barberan, 2006).

Estilbenos
Los estilbenos son fitoalexinas, es decir, metabolitos secundarios producidos

por las plantas en respuesta a alguna agresion externa como tratamientos quimicos,
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infecciones fingicas o bien exposicién a luz ultravioleta, confiriéndole a la planta una
mayor resistencia. Son moléculas ampliamente distribuidas en el Reino Vegetal, sin
embargo su presencia en la dieta es poco significativa, restringiéndose basicamente a
las uvas, el vino tinto, los cacahuetes y a diferentes bayas del género Vaccinium (Burns
y col., 2002; Lyons y col., 2003; Giirbliz y col., 2007). Quimicamente son 1,2-
diariletenos. Por lo general, en el anillo A presentan dos grupos hidroxilos en
posicion meta y/o para (Figura 1.10). Los estilbenos més representativos son el
resveratrol y su glucésido piceido, el piceatanol, asi como los dimeros y trimeros de

resveratrol que dan lugar a las viniferinas.

Figura 1.10. Estructura general de los estilbenos.

El resveratrol es uno de los polifenoles mas estudiados en los dltimos afios
debido al creciente interés por sus propiedades promotoras de la salud, ya que se ha
demostrado que tiene una gran capacidad antioxidante in vitro (Espin y Wichers,
2000) y en cultivos celulares, donde actia como un potente inhibidor de la formacién
de radicales implicados en enfermedades cardiovasculares, carcinégenas y
degenerativas (Jang y Pezzuto, 1999.; Martinez y Moreno, 2000).

Se conoce muy poco sobre la identificacién y acumulacién de compuestos
fendlicos en pimiento. La investigacion en la identificaciéon y acumulacién de estos
compuestos en pimiento es escasa, a pesar de que es un fruto que presenta una
cantidad moderada de flavonoides y acidos fendlicos en la piel. El pimiento posee
derivados del 4cido hidroxicinamico, O-glicosilflavonoides y en menor concentracién
C-glicosilflavonoides (Materska y col., 2003). La mayoria de los estudios se han
centrado en el andlisis de las agliconas (luteolina y quercetina) de los flavonoides tras

una hidrolisis acida (Howard y col., 2000; Lee y col., 1995). Sukrasno y Yeoman (1993)
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identificaron en pimiento picante (Capsicum frutescens var. cayena) derivados del
dcido cindmico tales como los glucésidos del 4cido p-cumadrico, cafeico y 3,4-
dimetoxicinamoilglucésidos, ademas de cuatro flavonoides, dos de ellos identificados
como 3-O-ramnosilquercetina y 7-O-glucosilluteolina.

En general, los compuestos fenélicos poseen elevada capacidad antioxidante
(Cao y col., 1996; Wang y col., 1996; Eastwood, 1999), inhibiendo la oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) que juegan un papel importante en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV), como por ejemplo la
aterosclerosis (Frankel y col., 1993; Teissedre y col., 1996; Das y col., 1999; Covas y col.,
2000; Gimeno y col., 2000; Serafini y col., 2000; Teissedre y Waterhouse, 2000).

Las propiedades anteriormente citadas guardan relacién, en parte, con las
conclusiones de un estudio llevado a cabo por Renaud y De Lorgeril en 1992, en el
que se comparé la tasa de mortalidad por ECV y el nivel de colesterol sérico en
distintas poblaciones del mundo (Renaud y De Lorgeril, 1992). La correlacién fue
altamente positiva para las poblaciones estudiadas, excepto para Toulouse, la cual
mostraba los mismos niveles de colesterol en sangre que Glasgow, pero una tasa de
mortalidad por ECV mucho menor. Esta aparente discrepancia entre el riesgo de
sufrir ECV (nivel alto de colesterol en sangre) y muerte por ECV se denominé
“Paradoja Francesa”. Tras el estudio minucioso de las variables que podrian
contribuir a esta discrepancia se encontré el elevado consumo de vino tinto en
Toulouse como presunto responsable de la citada paradoja. Estudios posteriores han
corroborado que el elevado contenido polifendlico del vino tinto le confiere cardcter
cardioprotector (De Gaetano y Cerletti, 2001; Wollin y Jones, 2001; De Gaetano y col.,
2002). Por otra parte, los compuestos fendlicos también muestran actividad: i)
antitumoral interfiriendo en las etapas de iniciacién, promocién y progresién del
cancer (Damianaki y col., 2000); ii) antimicrobiana (Capasso y col., 1995); iii)
hepatoprotectora (Wagner, 1986); iv) antienvejecimiento (Rice-Evans, 2001) y v)
antialérgica (Di Carlo y col., 1999).

Los radicales libres estan implicados en la etiologia de estas enfermedades.
La causa de las alteraciones fisioldgicas es el dafio oxidativo originado en el ADN, los
lipidos y las proteinas, por las especies reactivas de oxigeno (Diplock y col., 1998,
Ginsburg 1998). Es por ello, que los compuestos antioxidantes, al neutralizar la accién
de los radicales libres, desempefian una funcién importante en la prevencién de estas

enfermedades.
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La actividad antioxidante, in vitro (Cao y col., 1998; Davalvos y col., 2004)
puede ser determinada por varios métodos:

e Potencial Antioxidante Total (TRAP)

e 2,2 -difenil — picril - hidracil (DPPH)

e acido 2,2'- azino-bis(3-etilbenzotiazolina) - 6-sulfonico (ABTS)

e Reduccién del Hierro - Poder Antioxidante (FRAP)

e Capacidad de Absorcién del Radical de Oxigeno (ORAC)

El fundamento de todos ellos se basa en determinar cémo un agente oxidante
induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en
presencia de un antioxidante. Esta inhibiciéon es directamente proporcional a la
actividad antioxidante del compuesto o la muestra.

El método ORAC, es el tinico que combina en una sola cantidad tiempo y
velocidad de inhibicién del dafio oxidativo (Prior y col., 2003).

El ensayo ORAC-fluoresceina (ORAC-FL) es un método fluorimétrico que
mide la degradacién oxidativa de la fluoresceina (FL) tras la mezcla con el radical 2,2
— azobis - [2-metilpropionamida] dihidrocloridro (AAPH). La caida de fluorescencia
por la oxidacién de la FL es menor, cuanto mayor sea concentracién de antioxidantes
en el medio de reaccién (Lucas-Abellan y col., 2008).

El método ORAC es el més usado para determinar la actividad antioxidante
de muestras biolégicas por cuatro razones:

e Utiliza el sistema AUC, area bajo la curva, combinando a la vez
tiempo y grado de inhibicién del radical libre cuando actta sobre él
un antioxidante (Cao y col., 1995).

e Puede actuar sobre distintos tipos de radicales libres. Esto es de vital
importancia en muestras biolégicas, pues su capacidad antioxidante
dependera del tipo de radical libre utilizado en el ensayo (Cao y col.,
1996).

e Es un método fluorimétrico, evitando posibles interferencias por
compuestos coloreados que pudieran existir en la matriz, como
ocurre en los métodos espectrofotométricos, basados en la medida de
absorbancia a una determinada longitud de onda.

e Puede medir tanto compuestos antioxidantes lipofilicos como

hidrofilicos.
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1.2. CULTIVO ECOLOGICO Y TRADICIONAL

Las practicas agricolas convencionales, basadas en el tipo de agricultura
intensiva tradicional, consiguen un alto rendimiento de la cosecha mediante el uso de
fertilizantes quimicos y productos fitosanitarios, la utilizacién de la irrigacién y la
mecanizacién. Sin embargo, aunque mediante estas précticas se evitan fluctuaciones
en las cosechas, no podemos obviar la preocupaciéon existente con respecto a las
graves repercusiones biolégicas y medio ambientales que llevan asociadas (Robertson
y col., 2000).

La repercusion social ante este problema es evidente, y la calidad y la
seguridad alimentaria del sector horticola son consideradas en la actualidad aspectos
prioritarios tanto para el consumidor como para la administracion. Para solucionar
los problemas derivados de la agricultura tradicional surge la agricultura ecoldgica,
basada en el empleo de practicas agricolas racionales y respetuosas con el medio
ambiente, como via de obtenciéon de alimentos que proporcionen buenos
rendimientos, alta calidad y bajos niveles de contaminacién (Becharrell y MacFie,
1991; Bourn y Prescott, 2002). La agricultura ecolégica, también conocida como
orgdanica o bioldgica, tiene sus origenes a principios del siglo XX y, aunque hace afios
resulté ser un movimiento marginal, actualmente es considerada como una
alternativa a la agricultura convencional y estd ampliamente establecida a nivel
geografico.

Este tipo de agricultura utiliza de forma 6ptima los recursos naturales y
excluye el empleo de productos quimicos de sintesis y fertilizantes, pasando a confiar
en métodos bioldgicos o naturales para el control de plagas y enfermedades
(Carpenter-Boggs v col., 2000). Este cambio de metodologia en la agricultura también
es debido, en gran parte, a la toma de conciencia de “que somos lo que comemos”, es
decir, el papel que la nutricién ejerce sobre la salud humana, ya que recientemente se
han identificado cambios en la composicion nutricional de frutas y verduras
cultivadas bajo un sistema de produccién ecoldgica, frente a los cultivados bajo un
sistema de produccién tradicional (Worthington, 2001).

En la agricultura ecolégica existe una continua experimentaciéon y
modificacién de précticas, herramientas, semillas y calendarios. Tiende a ser
conservadora por el sentido de seguridad derivado de seguir practicas con mayor

probabilidad de éxito, tales como el uso de cultivos multiples en lugar de
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monocultivos, y el uso de heterogeneidad genética en lugar de genotipos uniformes.
Puede servir para sistemas extensivos e intensivos de aprovechamiento; para
autoconsumo y produccién comercial; y puede adaptarse a diferentes formas de
organizacion social.

La principal diferencia entre la agricultura ecolégica y tradicional radica en el
uso de fertilizantes. Mientras que en la agricultura tradicional se utilizan fertilizantes
quimicos, en la ecolégica se emplean fertilizantes organicos como el estiércol, abono,
aguas residuales, etc.

Otra diferencia entre los dos sistemas de cultivo es el uso de productos
fitosanitarios. En la agricultura tradicional, se utilizan los productos disponibles en el
mercado (autorizados por la legislacién), mientras que la agricultura ecolégica
permite sélo el empleo de unos pocos como por ejemplo, el sulfato de cobre
(INFOAM, 1998).

La comisién del Codex Alimentarius considera a la agricultura ecolégica
(“Organic farming”, incluyendo los conceptos “biological” y “ecological”) en su
documento Guidelines for the Production, Processing, Labelling and Marketing of
Organically Produced Foods, Codex Alimentarius Commission, CAC/GL32, 1999,
point 7], como un sistema de produccién holistico, que promueve y estimula la salud
del agroecosistema, incluyendo la biodiversidad, los ciclos biolégicos y la actividad
bioldgica del suelo. Enfatiza en el uso de buenas practicas de manejo cuando se
utilizan elementos externos a la granja, promoviendo en la medida de lo posible el
empleo de métodos bioldgicos y mecanicos, en oposicién a la utilizacién de productos
organicos de sintesis.

Esta definiciéon es también la que considera la Comisiéon Europea en su
documento: “Organic Farming: Guide to Community rules” (Le Guillou y Scharpé,
2001).

El marco legal de la produccién agricola ecoldgica, inscrito dentro de la
politica de calidad alimentaria, se recoge en el Reglamento CEE n° 2092/91 del
Consejo sobre la producciéon ecolégica. En Espafa, este tipo de agricultura se
encuentra regulada desde 1989, afio en el que se aprob6 el Reglamento de la
Denominacién Genérica “Agricultura Ecolégica” y su Consejo Regulador, que vino

aplicdndose hasta su entrada en vigor, el 1 de enero de 1993.
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1.2.1. Regulacion del cultivo ecolégico

En la actulidad existen tres organismos internacionales encargados de regular

la agricultura ecolégica con el fin de facilitar el comercio internacional:

IFOAM (Federacion Internacional de Agricultura Ecoldgica) cuyos
estandares basicos “Pliegos de Condiciones Marco de la Agricultura
Ecolégica y de la Transformacién” se aprobaron en 1998. Establece
las bases para el desarrollo de los Reglamentos propios de las
organizaciones nacionales.

Comision del Codex Alimentarius (programa comun de la FAO y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)) que en 1999 adopté las
“Directrices para la produccién, elaboracién, etiquetado y
comercializacién de alimentos producidos orgédnicamente”. Estas
normas establecidas por el Codex Alimentarius sirven de referencia
para la elaboracién de leyes a nivel mundial.

Unién Europea, cuyos estandares fueron aprobados en el Reglamento
(CEE) n° 2092/91 del consejo de 24 de junio de 1991 (actualizado en
Junio de 2008) sobre la produccién ecolégica y su indicacion en los

productos agrarios y alimenticios, (Le Guillou y Scharpé, 2001).

Este reglamento de la UE establece unas condiciones minimas para todos los

Estados miembros con respecto a la produccién agricola ecoldgica. Se aplica a los

productos vegetales y animales no transformados, a los productos agricolas

transformados destinados a la alimentaciéon humana, que han sido preparados

basicamente a partir de uno o mas ingredientes de origen vegetal y/o animal, asi

como a los piensos para animales que lleven en el etiquetado, en la publicidad o en

los documentos comerciales, indicaciones que sugieran que el producto se ha

obtenido mediante el método de produccion ecolégica definido en el Reglamento.

Las disposiciones del citado reglamento son de obligado cumplimiento tanto

para productores como para transformadores de productos ecolégicos y en él se

especifican normas de produccién, normas de transformacion, etiquetado, logotipo y

control.
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1.2.1.1. Normas de produccion

El periodo minimo de conversiéon de una parcela de agricultura convencional
en una de agricultura ecolégica es al menos de dos afios antes de la siembra. Este
periodo de conversiéon comienza a partir de la fecha en la que el propietario de la
explotaciéon comunica el comienzo de su actividad a la autoridad competente.

La fertilidad y la actividad biolégica del suelo deben mantenerse o
incrementarse mediante el cultivo de leguminosas, de abono en verde y de plantas de
enraizamiento profundo, siguiendo un programa de rotacién anual. Esta medida
puede completarse incorporando a la tierra estiércol procedente de explotaciones
ganaderas ecolégicas y materias organicas, transformadas en compost o sin
transformar, que provengan de microorganismos no modificados genéticamente y
autorizados en la agricultura general del Estado miembro correspondiente, para
mejorar el estado general del suelo o el nivel de elementos nutritivos de la tierra o los
cultivos.

En el caso de que estos medios no sean suficientes para lograr una nutricién
adecuada de los vegetales o acondicionar la tierra, siendo necesario incorporar
fertilizantes orgénicos o minerales, los tnicos fertilizantes que se pueden utilizar son
basicamente minerales poco solubles, que no se obtienen mediante sintesis quimica.

La proteccién de las plantas contra parésitos, enfermedades y malas hierbas,
debe llevarse a cabo mediante selecciéon de especies y variedades adecuadas,
aplicacién de programas de rotacion de cultivos, empleo de medios mecanicos de
cultivo y quema de malas hierbas.

Sélo en el caso de que exista un peligro inmediato del cultivo se podra

recurrir al uso de los productos fitosanitarios recogidos en el Reglamento 2092/91.

1.2.1.2. Normas de transformacién

Las normas que rigen la transformacién de los productos agricolas ecolégicos
en alimentos, especifican que al menos el 70% de los ingredientes de origen agrario
deben proceder de productos obtenidos con arreglo a las normas enunciadas en el

Reglamento (CEE) n° 2092/91, quedando prohibido el uso al mismo tiempo, de un
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ingrediente producido ecolégicamente y el mismo ingrediente producido de manera
convencional.

En él también se establece una gran limitacién al empleo de ingredientes de
origen no agrario y de auxiliares tecnolégicos permitidos para la elaboraciéon de
alimentos a partir de productos ecolégicos. Las limitaciones se extienden a la
aplicacién de determinados tratamientos tecnolégicos como el uso de radiaciones
ionizantes y el empleo de organismos modificados genéticamente o productos

derivados de los mismos.

1.2.1.3. Etiquetado

El etiquetado y la publicidad sélo pueden hacer mencién al método de
produccién ecolégica cuando se indique claramente que se refiere a un método de
produccién agraria, debiendo ir acompafiado de una referencia a los ingredientes de
origen agrario de que se trate.

La normativa establece que s6lo se puede hacer referencia al método de
produccién ecolégica en la denominacién de venta, cuando al menos el 95% de los
ingredientes hayan sido obtenidos por este método. En el caso de que el porcentaje de
ingredientes obtenidos a través de producciéon ecolégica sea menor del 70% en el
producto final, no se podrd hacer referencia a la misma en ningin caso y si la
cantidad de ingredientes ecolégicos se encuentra entre el 70 y 95%, sélo se podra

hacer referencia a este método de produccién en la lista de ingredientes.

1.2.1.4. Logotipo

Unicamente pueden llevar el logotipo y la indicacién de control, algunos
productos recogidos por el Reglamento (CEE) n° 2092/91, y particularmente, los que
cumplan todas las condiciones siguientes:

e Contener al menos un 95% de ingredientes producidos segtn las
normas de la agricultura ecoldgica.
e Haber estado sometidos al régimen de control previsto por el

Reglamento durante todo el proceso de produccién y elaboracion.
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o Comercializarse como alimentos preenvasados o venderse
directamente en envases sellados.

e Llevar la etiqueta, el nombre y/o la razén social del productor,
elaborador o vendedor, asi como el nimero de cédigo del organismo

de certificacion.

El logotipo comunitario (Figura 1.11) debe ajustarse a los modelos indicativos
en el Reglamento (CE) n° 331/2000, donde se especifican las condiciones de

presentacion y utilizacién del mismo.

Figura 1.11. Logotipo de Agricultura Ecolégica.

1.2.1.5. Control

Todas las actividades de produccién, elaboracién o importacién de productos
agricolas y alimentos que aludan a la produccién ecolégica, deben ser notificadas a la
autoridad competente del Estado miembro, asi como someterse, de forma obligatoria,
al sistema de control especifico establecido por el mismo con el fin de garantizar la
trazabilidad de los productos.

El programa de control ha de cumplir los requisitos minimos establecidos en
el Anexo III del Reglamento (CEE) n° 2092/91 y puede ser aplicado tanto por
organismos publicos como privados siempre y cuando, en este ultimo caso, sean
autorizados por la autoridad competente.

En Espafa todos los aspectos relacionados con la agricultura estdn
transferidos a las Comunidades Auténomas. Tal como se define en el Real Decreto

1852/93, a ellas corresponde la designaciéon de la autoridad competente y los
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organismos de control, asi como la creacién de la Comisiéon Reguladora de
Agricultura Ecoldgica, en el que participan el sector, los consumidores y la
Administracion General del Estado y la de las Comunidades Auténomas, para el
asesoramiento en esta materia.

Dentro de la Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia, la certificacion y
el control de la agricultura ecolégica corresponde al Consejo de Agricultura Ecoldgica
de la Regién de Murcia, en cuyo Reglamento de régimen interno se recogen las
disposiciones del Reglamento (CEE) n° 2092/91 del Consejo, de 24 de junio de 1991,
sobre la produccion agricola ecolégica y su indicacién en los productos agrarios y

alimenticios.

1.2.2. Calidad nutritiva de los productos ecolégicos

La calidad nutritiva estd relacionada con la capacidad de los alimentos de
proporcionar determinados nutrientes que favorezcan el estado de salud, y eviten la
aparicion de enfermedades provocadas por deficiencias concretas.

La calidad nutritiva de los productos ecoldgicos depende de diferentes
factores como la variedad de cultivo, caracteristicas del suelo, clima, tipo e intensidad
de fertilizacion, manejo global del sistema, etc. En la agricultura ecoldgica, la
fertilizacién organica y el adecuado manejo del suelo originan una mineralizacién en
sincronfa con las necesidades nutritivas de las plantas, lo que se traduce en un
intervalo de nutrientes mas amplio y equilibrado que cuando se aplican los
fertilizantes industriales solubles de la agricultura tradicional (Molina y Pérez, 2003).

Uno de los principales beneficios de los productos ecolégicos, para la salud
de los consumidores, es la ausencia de residuos de productos fitosanitarios de
sintesis, ya que su uso no estd permitido en el cultivo ecoldgico y sélo se podrian
encontrar trazas en el producto debido a una contaminacién accidental (lluvia, agua
de riego, entre otros). De cualquier manera, los controles tan estrictos que se llevan a
cabo tanto en la explotacién como en la transformacién y producto acabado, aseguran
que el producto ecoldgico llega al consumidor sin residuos de plaguicidas, aunque
somos conscientes que en alimentacion, el riesgo cero no existe. Asi, en el caso de que
ocurra una contaminaciéon accidental, siempre encontraremos una concentracién

inferior al limite maximo de residuos legislado y menor, a su vez, a la que pueda
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detectarse en el producto obtenido siguiendo practicas agricolas tradicionales (Molina
y Pérez, 2003).

1.2.3. Relacién agricultura ecolégica-consumidor

Las actividades comerciales internacionales estdn actualmente reguladas por
los acuerdos adoptados en la Organizaciéon Mundial del Comercio (OMC).

En este marco, adquiere especial importancia el papel del Codex
Alimentarius, dependiente de la FAO y de la OMS, como entidad responsable de la
elaboraciéon de normas que respondan a los objetivos de proteger la salud de los
consumidores y asegurar practicas equitativas en el comercio de alimentos. Pero para
que la cadena alimentaria y el comercio funcionen correctamente, se requiere un
denominador comdn, el factor de seguridadad de los alimentos, que constituye el
condicionante de la demanda econdémica de todos los mercados y la garantia de
continuidad de los productos alimenticios en ellos.

Las fuertes crisis alimentarias vividas por la sociedad europea han provocado
que los sistemas de produccién, industriales, comerciales y de seguridad existentes,
hayan sido puestos en duda y sometidos a presiones sin precedentes, con
repercusiones en todos los operadores, sectores econémicos, administrativos y
politicos.

Este fendmeno ha provocado un aumento del interés por los productos
ecolégicos, lo que ha sido determinante para la consolidaciéon de la agricultura
ecolégica como alternativa a la producciéon agricola tradicional. Esta nueva
orientacion del consumo, estd directamente relacionada con la creciente tendencia
hacia la adquisicién de productos alimentarios de calidad superior, naturales y con
un adecuado nivel nutritivo (Beharrell y Mcfie, 1991).

A pesar de que es una opcion valorada por los consumidores, un estudio
realizado en la Comunidad de Madrid, revelé que existe un gran desconocimiento de
los productos ecolégicos, motivado fundamentalmente por la falta de informacién y,
hasta ahora, por la reducida oferta de estos productos en el mercado, que ademas se
distribuyen por canales poco convencionales. Sin embargo, aunque su aspecto no
fuese tan atractivo, el 66,7% de los consumidores los consumiria por su sabor,

salubridad, respeto al medio ambiente y novedad (Albardiaz y col., 1996). A pesar de
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estos resultados, hay que tener en cuenta la dificultad que, segtin Beharrell y Mcfie,
1991, representa para el consumidor la diferenciaciéon entre la calidad cientifica
(objetiva) y la apreciada por él (subjetiva).

En cuanto a la comercializacion de la produccién ecolégica en Espafia, desde
sus inicios, se ha orientado a la exportacion, y en el caso del mercado interno, ha sido
desarrollada a través de canales especializados, siendo dificil para el consumidor
encontrarlos disponibles en los pequefios y medianos comercios a los que suele
acudir (Alonso y col., 2002a), representando un incoveniente para el consumidor, ya
que ha de desplazarse hasta los puntos de venta de estos productos si desea
adquirirlos.

En relacién con los precios de venta, se detecta una “excesiva bonificacién”
por las diferencias existentes entre el producto convencional y el ecolégico. Estos
precios mas caros responden a unos mayores costes de produccién y a la percepcion
de éstos como productos “diferenciados” por el consumidor.

En general, se cree que los alimentos ecolégicos son mas saludables que los
alimentos producidos mediante técnicas tradicionales (Shepherd y col., 2005), siendo
ademds mas compatibles con el medio ambiente (Woese y col., 1997). En la
bibliografia podemos encontrar méas de 150 estudios que comparan la calidad
nutricional de los productos convencionales y ecolégicos en hortalizas, demostrando
la existencia de niveles més altos de 4cido ascérbico (vitamina C) y, niveles més bajos
de nitratos en los productos ecolégicos (Woese y col., 1997; Bourn y Prescott, 2002;
Brandt y Melgaard, 2001).

En resumen, los alimentos ecolégicos estan alcanzando grandes cotas de
mercado y ya es posible encontrar alimentos producidos ecolégicamente en muchos

supermercados de Europa y Norteamérica.

1.3. USO DE BIOFERTILIZANTES

El exceso de fertilizacion quimica es una practica agricola que esta
provocando serios problemas ecoldgicos y econdmicos. Anualmente, se aplican
millones de toneladas de fertilizantes quimicos en la agricultura, de los cuales, las
plantas son capaces de aprovechar solo una parte, mientras que el resto se pierde

debido al proceso de lixiviacién, o bien queda inmovilizado en el suelo. Por otra
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parte, el exceso de fertilizacién, lejos de garantizar la productividad y calidad de las
cosechas, causa fendmenos adversos en los cultivos como el desequilibrio nutricional,
inhibicién del crecimiento y acumulacién de sustancias indeseables tales como el
nitrato.

El nitrato existe en forma natural en los suelos y aguas, y es un nutriente
imprescindible para plantas y microorganismos. Sin embargo, gran parte de los
nitratos de las aguas provienen del exceso de fertilizaciéon. La presencia de niveles
elevados de nitratos en los alimentos y el agua, puede provocar graves repercusiones
en la salud de los consumidores. La ingestiéon de nitratos y su reduccién posterior a
nitritos, causa en el organismo la conversién de la hemoglobina en metahemoglobina,
lo que reduce la capacidad del organismo para captar y ceder oxigeno, problema que
afecta particularmente a la poblacién infantil. Este fenémeno es bien conocido desde
hace afios (American Academy of Pediatrics 1970; Sanchez- Echaniz, y col., 2001). El
nitrito también es capaz de reaccionar con las aminas en el organismo, produciendo
nitrosaminas, sustancias de reconocido caracter carcinogénico (Vermeer y col., 1998).
Otro problema de salud asociado al consumo de nitratos, es el incremento de
volumen de la glandula tiroides y los desérdenes en su funcionamiento (Tajtakova y
col., 2006).

El fosforo es otro elemento de vital importancia en la fertilizacién quimica y
puede contribuir notablemente a la contaminaciéon. Se encuentra en el suelo
formando tres fracciones; una inorganica soluble, otra inorganica insoluble, y una
fraccion organica insoluble.

Para reducir los efectos adversos de la fertilizaciéon quimica (acumulacién de
nitratos en el agua y los alimentos, contaminacién por el uso excesivo de fertilizantes
tanto quimicos como organicos o eutrofizacién de los recursos hidricos), se esta
recurriendo cada vez con més frecuencia al uso de productos de origen biolégico, que
unido a la aplicacién de buenas practicas agricolas (BPA), reduce la contaminacién,
facilita la recuperacién de suelos y posibilita una explotacién agricola mas racional.

Uno de los biofertilizantes existentes en el mercado es Biopron®, compuesto
por dos rizobacterias: Azospirillum brasilense y Pantotea dispersa. Estas bacerias son
capaces de colonizar las raices de las plantas y fijar nitrégeno, solubilizar fosfatos asi
como otros minerales del suelo, producir fitohormonas, sideréforos, y otras
sustancias enraizantes y estimulantes del crecimiento vegetal; poniendo a disposicién

de las plantas los elementos nutritivos necesarios para su desarrollo. Por otro lado,
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este biofertilizante tiene un efecto positivo sobre la mejora de las caracteristicas del
suelo, disminuyendo la salinidad y mejorando la estructura del mismo. Se trata de
potenciar los mecanismos de la naturaleza para reducir, e incluso eliminar, la
fertilizacién quimica. Biopron® es un producto no solo disefiado para la reduccién de
la fertilizacién nitrogenada, sino que permite ademads reducir la mayoria de los
fertilizantes quimicos empleados en la actualidad. Por esta via se logra una reduccién
dréstica de la contaminaciéon ambiental y la posibilidad del lavado de los diferentes
componentes del abonado. Por otra parte, una nutriciéon mas sana de la planta, hace
que se reduzcan también los contenidos de nitratos en hojas y frutos. Todo esto
conduce a la produccién de alimentos mas saludables mediante la aplicacién de una
agricultura respetuosa con el medio ambiente.

La region del suelo préxima a la raiz, es relativamente rica en nutrientes
debido a la actividad fotosintética de la planta (Lynch y Whipps, 1991). Por ello, la
rizosfera es una zona que cuenta con una gran poblacién microbiana activa, capaz de
causar diferentes efectos, tanto favorables como desfavorables, en el crecimiento de la
planta (Nelson, 2004). Las rizobacterias, fueron descritas por primera vez por
Kloepper y Schroth (1978), como bacterias del suelo que colonizan las raices de las
plantas y favorecen su crecimiento. Azospirillum y Pantoea estin definidas como
bacterias del suelo promotoras del crecimiento de un gran ntmero de especies
vegetales de importancia agroeconémica (Bashan y col., 2004). Estas rizobacterias son
capaces de actuar sobre cualquier tipo de planta, independientemente de que ésta
haya estado o no previamente expuesta a la bacteria (Dobbelaere y col., 2003).

Aunque las rizobacterias estimulan el crecimiento de la planta por
mecanismos directos o indirectos, todavia no se conoce con exactitud su mecanismo
de accién (Bashan y col., 2004; Glick, 1995). Los mecanismos directos de promocién
del crecimiento de la planta por rizobacterias, pueden ser demostrados en ausencia
de patégenos o de otros microorganismos de la rizosfera, mientras que los
mecanismos indirectos estdn relacionados con la capacidad de estas bacterias para
reducir los efectos nocivos de patégenos sobre el rendimiento del cultivo (Nelson,
2004). Las rizobacterias aumentan directamente el crecimiento de la planta por varios
mecanismos: fijacion de nitrégeno atmosférico que es transferido a la planta,
producion de sideréforos que quelatan hierro y lo convierten en disponible para la
raiz, solubilizacién de minerales tales como fésforo y sintesis de fitohormonas

(Glick, 1995; Dobbelaere y col., 2001). También se ha demostrado que la presencia de
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rizobacterias en la raiz de la planta favorece la absorcién de minerales por la raiz, ya
que aumenta el flujo de iones hasta su superficie (Bashan y Levanony, 1991; Bertrand
y col., 2000).

Azospirillum sp. es conocida principalmente por su capacidad para producir
hormonas, poliaminas y aminoacidos en cultivos (Thuler y col., 2003). Ademas, esta
involucrada en la fijaciéon de nitrégeno, y el aumento de la actividad glutamato
deshidrogenasa y glutamina sintetasa (Ribaudo y col., 2001). Azospirillum brasilense
produce grandes cantidades de 4cido indolacético extracelular, favoreciendo asi la
elongacion de la raiz y aumentando el area superficial y la materia seca (El-Khawas y
Adachi, 1999; Molla y col., 2001). Los efectos de estos microorganismos sobre la planta
dependen, en gran medida, de la especie y genotipo (Sensoy y col., 2007), tipo de
suelo y précticas agricolas, tales como la aplicacién de fertilizantes (Gryndler y col.,
2001).

En la actualidad, un gran ntimero de plantas son cultivadas en invernaderos
en condiciones 6ptimas, con altos niveles de nutrientes. Esta préctica impide
cualquier desequilibrio o falta de nutrientes en la rizosfera, pero aumenta la
liberacién de nutrientes al medio ambiente. Este hecho es especialmente importante
en el caso del nitrato, principal anién que contribuye a la productividad de los
cultivos (Mohr y Schopfer, 1995). Para disminuir esta contaminacién, es necesario
reducir la fertilizacién del suelo con nitrogeno, y una alternativa vélida consiste en el
empleo de biofertilizantes, como rizobacterias, para aumentar la eficiencia en el uso

de los nutrientes y asi, estimular el crecimiento de la planta.

1.4. ESTRES SALINO

1.4.1. Situacién actual

La salinidad se define como la acumulacién de sales solubles en el suelo, a
tales niveles que se ve afectada la produccién agricola, el medio ambiente y el
bienestar econémico (Rengasamy, 2006). El1 Na* y el Cl-son respectivamente, el catiéon
y el anién predominante en la mayoria de las zonas salinas, aunque en localizaciones
especificas, Ca?*, Fe* y Mg?* pueden causar tambien problemas de salinidad

(Greenway y Munns, 1980). La distribucién de las zonas afectadas por la salinidad
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estd muy relacionada con factores ambientales. Asi, en los climas 4ridos o semiaridos,
la salinidad constituye el principal factor limitante de la fertilidad de los suelos y de
la productividad de los cultivos (Wollenweber y col., 2005).

Aunque la salinidad es un fenémeno natural donde quiera que la
evaporacion exceda a la precipitacién, la actividad humana, es decir, el riego,
contribuye notablemente a esta salinidad (Kijne, 2006). En la actualidad, cerca de la
mitad de las zonas regables presentes en la tierra estan bajo la influencia de la
salinidad, debido a la baja calidad del agua de riego (Szabolcs, 1994; Ghassemi y col.,
1995; Munns, 2002; Regasamy, 2002; Hillel y Vlek, 2005).

En la cuenca mediterranea, 16 millones de Ha estin afectadas por la
salinidad, incluyendo las casi 840.000 Ha presentes en la peninsula Ibérica. En
Espafia, a partir de la década de los 60, se produjo un fuerte incremento de la
produccién horticola. Este incremento se basé fundamentalmente en el empleo de
materiales de pléstico en la agricultura, que permitieron aprovechar las excelentes
condiciones climéaticas de las que goza el sur de la peninsula. Sin embargo, este
aumento e intensificacion de los cultivos también desencadené una gran demanda en
el consumo de agua y, consecuentemente, se tuvieron que movilizar recursos hasta
entonces no utilizados, tales como aguas de pozos de salinidad moderada-alta. La
sobreexplotacién de todos estos recursos ha originado que en amplias zonas de
Almeria, Murcia y la Comunidad Valenciana, se haya producido un agotamiento de
los acuiferos, propiciando en algunos casos la intrusion de agua marina, con una

creciente salinidad de las aguas de riego.

1.4.2. Efectos de la salinidad en la planta

El dafio que la sal origina en las plantas, se debe a un efecto osmético y otro
especifico que causa desequilibrios nutricionales, toxicidad y estrés oxidativo
(Flowers y Yeo, 1986; Goyal y col., 2003; Greenway y Munns, 1980; Munns, 1993; Zhu,
2002). Estos factores, separados o combinados entre si, tienen efectos adversos en el
desarrollo de las plantas, los cuales han sido ampliamente descritos a diferentes
escalas: molecular (Yeo, 1998; Hasegawa y col., 2000; Maggio y col., 2001; Zhu, 2002;
Tester y Davenport, 2003), bioquimico (Ashraf y Harris, 2004; Parida y Das, 2005),
fisiolégico (Munns y col., 2000; Munns, 2002), y de planta completa (Munns y
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Termaat, 1986). En numerosas ocasiones, es dificil distinguir si los cambios
fisiolégicos y bioquimicos observados en las plantas sometidas a estrés salino, son
debidos a los efectos de la sal, o bien responden a mecanismos de adaptacion (Ashraf
y Harris, 2004).

La acumulacién de iones especificos en la célula es otro efecto perjudicial que
la salinidad ejerce sobre las plantas (Munns, 2002). Esta acumulacién de iones da
lugar a desequilibrios nutricionales, toxicidad y estrés oxidativo (Gorham y col, 1985;
Grattan y Grieve, 1999, Zhu, 2001).

Algunos de los efectos téxicos que el Na* y el Cl- provocan en las plantas son:
i) inhibicién de la fotosintesis cuando altas concentraciones de estos iones se
acumulan en los cloroplastos (Greenway y Munns, 1980; Paranychianakis y
Chartzoulakis, 2005), ii) modificacién de la anantonia foliar y la ultraestructura de los
cloroplastos (Mitsuya y col., 2000; Parida y Das, 2005) y iii) modificacién de la
asimilacién de los carbohidratos (Arbona y col., 2005). Ademas, el Na* es téxico para
el metabolismo celular y desajusta el funcionamiento de algunas actividades
enziméaticas, como pueda ser POD (Degl'Innocenti y col., 2005). La causa de ello
podrian ser los dafios generados por el estrés oxidativo, derivado de la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en las plantas sometidas a diferentes tipos de
estrés ambiental, entre ellos la salinidad. Estas especies podrian dar lugar a la
peroxidacién de los lipidos de membrana, oxidacién de proteinas y disrupcién del
fotosistema II (Zhu, 2001; Mittler, 2002). De esta forma, las plantas con sistemas

antioxidantes mas efectivos se adaptaran mejor a los ambientes salinos.

1.5. ACTIVIDAD PEROXSIDASA

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas sufren importantes cambios
cualitativos y cuantitativos desde la cosecha hasta su consumo. Estos cambios
implican la pérdida de valor nutritivo y caracteristicas organolépticas, debido a la
oxidacion de los compuestos fendlicos por enzimas oxidativas (Degl Innocenti y col.,
2005). Sin embargo, también hay casos en los que la oxidacién de fenoles por las
enzimas oxidativas potencia tanto el sabor como el color de determinados alimentos,

como ocurre en el té, café o cacao (Harbowy, 1997).
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En general, las principales enzimas responsables de estas reacciones de
oxidacion de compuestos fendlicos son polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD)
(Chisari y col., 2008).

1.5.1. Peroxidasa

Peroxidasa (hydrogen-peroxide oxidoreductase, E.C.1.11.1.7) es, junto con
PPO, una oxidorreductasa ampliamente distribuida en frutas y verduras, siendo
responsable del pardeamiento enzimatico de las mismas. Su accién en la oxidacién de
sustratos estd limitada por la biodisponibilidad de compuestos aceptores de
electrones como radicales superéxidos, perdxido de hidrégeno e hidroperéxidos

(Figura 1.12).

Figura 1.12. Estructura tridimensional de POD de cacahuete (Veich, 2004).

Es altamente especifica respecto a su sustrato peréxido, siendo el H>O; el més
comun; sin embargo, su especificidad respecto al sustrato donador de electrones es
muy baja (Adams, 1978).

En presencia de H>O,, POD oxida a un amplio rango de compuestos fendlicos
como guayacol, pirogallol, 4cido clorogénico, catequina, catecol, aminas aromaticas y
acido ascérbico (Onsa y col., 2004). La oxidacién de esta gran variedad de compuestos
ha llevado a la conclusién de que POD est4 asociada a pérdidas de color, flavor y
valor nutricional de alimentos vegetales frescos y procesados (Nebesky y col., 1950;

Bruemmer y col., 1976, Kampis y col., 1984; Robinson, 1987). Debido a su alta
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termoestabilidad, esta enzima también esta relacionada con el procesado de
alimentos. De hecho, es utilizada como indicador de la correcta realizacion del
tratamiento térmico, debido a su elevada concentracién en la mayoria de los tejidos
vegetales, estabilidad térmica y facil medida (Lu y Whitaker, 1974; Anthon y Barrett,
2002).

Su ubicuidad, versatilidad bioquimica e intervencién en un buen ntimero de
funciones en la planta, asi como la existencia de una gran variedad de métodos para
su andlisis, ha permitido realizar numerosas investigaciones acerca de su naturaleza,
mecanismo de accién y posibles funciones desempefiadas en las plantas (Gaspar y
col., 1982).

Se han purificado y estudiado peroxidasas de numerosas fuentes vegetales:
patata (Leon y col., 2002), melén (Rodriguez-Lépez y col., 2000), coles de bruselas
(McLellan y Robinson, 1987), hojas de té (Kvaratskhelia y col., 1997), zanahoria (Nair y
Showalter, 1996), mango (Khan y Robinson, 1993), papaya (Da Silva y col., 1990),
espinaca (El Shamei, 1988), tomate (Jen y col., 1980; Signoret y Crouzet, 1982),
esparrago (Wang y Luh, 1983), fresa (Civello y col., 1995) y pimiento (Serrano-
Martinez y col, 2008). En todos los casos, se ha evidenciado la existencia de varias
isoenzimas, que difieren en peso molecular, estabilidad térmica, pH &ptimo,
especificidad de sustrato y papel fisiolégico.

Las peroxidasas son holoenzimas compuestas por una apoenzima,
generalmente una glicoproteina, unida no covalentemente a grupo prostético de
naturaleza ferriporfirinica. Su mecanismo de reaccién se caracteriza por la presencia
de dos ciclos cataliticos alternativos: un ciclo oxidasa, en el que a partir de oxigeno
molecular y a través de la oxidacion de determinados compuestos, presentes
habitualmente en las células vegetales, se genera peréxido de hidrégeno; y un ciclo
peroxidasa propiamente dicho en el que el peréxido generado mediante el ciclo
oxidasa, puede ser empleado para llevar a cabo oxidaciones de naturaleza
peroxidativa (Dawson, 1988). Esta alternancia de ciclos oxidasa/peroxidasa podria
explicar las especiales propiedades cataliticas y la gran versatilidad bioquimica que
presenta esta enzima.

El estudio de la localizacién subcelular de la actividad peroxidasa contribuye
al esclarecimiento del papel fisiolégico desempefiado por esta enzima en la planta.
Asi, la existencia de un ciclo oxidasa, mediante el cudl la enzima genera uno de sus

sustratos (peréxido de hidrégeno), explica por qué su localizacién y, por lo tanto su
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funcionalidad, no queda restringida a aquellos compartimentos subcelulares en los
que el perdxido se genera de manera continua, como son los cloroplastos,
mitocondrias, peroxisomas y glioxisomas. Es mads, dichos organulos no tienen
actividad peroxidasa o bien los niveles de enzima son extremadamente bajos (Elstner,
1982). Paradédjicamente, peroxidasa se encuentra localizada a nivel de la pared celular
del citoplasma y de la vacuola, siendo la concentracién de peréxido sumamente baja
en estos compartimentos celulares (Ros-Barcelé y Mufioz, 1992).

Debido al peculiar mecanismo de accién de esta enzima, la cantidad de
posibles sustratos es muy elevada y estd implicada en multitud de procesos
fisiolégicos. Sin embargo, in vivo, su funcionalidad depende de factores como, la
presencia de inhibidores endégenos localizados junto a la enzima, como pueden ser
los difenoles, que pueden actuar como atrapadores efectivos de radicales libres o
antioxidantes. Se sabe que las peroxidasas estan implicadas en diversos procesos
fisiologicos, tales como: germinacién, dominancia apical, crecimiento, desarrollo y
maduracién del fruto, degradacién de clorofilas, senescencia, abscisién (por su papel
en la biosintesis del etileno) y letargo. También se sabe que estd implicada en la
reaccion frente a diferentes situaciones externas desfavorables como: resistencia a
parasitos y patégenos a través de los procesos de lignificacién o, de produccién de
fenoles oxidados en los cuales interviene (Serrano-Martinez y col., 2008).

Es interesante resaltar que durante el almacenamiento del material vegetal,
las peroxidasas también participan en el metabolismo oxidativo produciendo
pardeamientos, degradaciéon de pigmentos, etc; con la consiguiente merma en la

calidad final del mismo.
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2. OJETIVOS

El objetivo principal de ésta Tesis, es evaluar el efecto de diferentes factores
(tipo de fertilizacion, salinidad del agua de riego y procesado) sobre distintos

parametros objetivos de calidad de pimiento.

Para la consecucién de este objetivo principal, se contemplan los siguientes

objetivos parciales:

1. Estudiar el efecto del tipo de produccién, ecologica y tradicional, sobre
diferentes parametros de calidad de pimiento.

2. Estudiar el efecto del uso de biofertilizantes sobre diferentes pardmetros de
calidad de pimiento.

3. Estudiar el efecto del estrés salino sobre diferentes parametros de calidad de
pimiento.

4. Estudiar el efecto de la adiciéon de (-CDs a pimiento de V gama, sobre
diferentes parametros de calidad.

5. Caracterizacion cinética y estabilidad térmica de POD de pimiento (Capsicum

annuum L.).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

3.1.1. Pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégica y tradicional

Las plantas de pimiento dulce (Capsicum annuum L.) cultivo Almuden, tipo
Lamuyo, fueron transplantadas de vivero a invernadero el dia 14 de Diciembre de
2005. El invernadero se dividié en 8 lisimetros independientes con los dos
tratamientos objeto de estudio. Cada lisimetro tenia 7,6 m de longitud y 6,5 m de
ancho, con 7 lineas de irrigaciéon por goteo, haciendo uso de su propio fertilizante y
unidad de control de riego. La finalidad de usar lisimetros fue evitar cualquier
interferencia o contaminacién entre los tratamientos. Cada lisimetro contenia un total
de 126 plantas, provistas de un gotero individual que les suministra un caudal de
riego de 4 L/h. El horario de riego se aplicé de acuerdo a la evaporacién en tanque
evaporimétrico clase A, estando éstos situados dentro del invernadero. Antes de
realizar el transplante, cada lisimetro fue abonado con 4 kg/m? de estiércol de oveja.
El invernadero disponia de un control automatico de humedad relativa por sistema

de nebulizacion.
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Figura 3.1. Dosis de fertilizacion acumulada por metro cuadrado en cultivo
tradicional de pimiento dulce (e) dcido fosforico 75% (mL), (o) nitrato
cdlcico (g), (W ) nitrato potdsico (g) y ( A) sulfato de magnesio (g).
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El tratamiento de cultivo tradicional consisti6 en la aplicacién de fertilizantes
(Figura 3.1) y productos fitosanitarios sintéticos (Tablas 3.1 y 3.2) desde el momento
en que la plaga fue detectada, mientras que al cultivo ecolégico solo se le adicioné

agua y productos naturales para controlar dichas plagas.

Tabla 3.1. Control quimico en cultivo ecolégico y tradicional en pimiento dulce.

Dias después Cultivo Cultivo
del trasplante tradicional ecolégico
Pimetrozina
97 Sales potasicas de acidos grasos

Sales potasicas de acidos grasos

104 Azufre Azufre

132 Abamectina

147 Abamectina Azufre

154 Ciproconazol Azufre
Piriproxifen

170 Azufre

Kresoxim-metil

185 Aceite de meem
Ciproconazol
189 Azufre
Azufre
197 Aceite de meem
202 Aceite de meem

210 Azufre




Tabla 3.2. Control biolégico en cultivo ecolégico y tradicional en pimiento dulce.

Dias después del Cultivo Cultivo
trasplante tradicional ecolégico
63 Aphidius colemani
Ambliseius cucumeris
69
Aphidius colemani
Orius laevigatus
100
Aphidius colemani
Phytoseiulus persimilis
118
Aphidius colemani
Eretmocerus mundus
Aphidius colemani
128
Amblyseius californicus
Orius laevigatus
149 Phytoseiulus persimilis
Aphidius colemani
154 Aphidoletes aphidimyza
Phytoseiulus persimilis
Phytoseiulus persimilis
163 Amblyseius californicus
Orius laevigatus
189 Bacillus thuringiensis Bacillus thuringiensis
210 Bacillus thuringiensis

3.1.2. Pimiento cultivado con biofertilizantes

Las plantas de pimiento dulce (Capsicum annuum L.), cultivo Cierva, tipo
California, fueron transplantadas de un vivero a un invernadero ubicado en San
Javier (Murcia, Espafia), el dia 18 de enero de 2006. El transplante se realiz6 en sacos
de pléstico conteniendo fibra de coco como sustrato (cultivo sin suelo). En cada saco
habia 3 plantas, cada una de ellas contenia un gotero con un caudal de 4L/h. Las

plantas fueron regadas con una solucién nutritiva compuesta por los siguientes iones
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(mM/L): 12/NOs, 1,5/HPOy, 3/SOs%*, 7/K*, 4,25/Ca?*, y 2/Mg? en el caso del
cultivo control, o bien, con una solucién nutritiva con bajos niveles de nitrégeno
(mM/L): 7/NOs;, 2/HoPOy, 4/504%, 6/K*, 3,75/Ca?, y 1,75/Mg?*. El porcentaje de
drenaje de la disolucién nutritiva se mantuvo al 30% para ambos tratamientos en
todo el ciclo de cultivo. Como indculo, se utilizé un preparado comercial (Biopron®),
que contiene Azospirillum brasilense, cepa M3, y Pantoea dispersa, cepa C3,
inmovilizados en un soporte sélido, suministrado por Probelte S.A. (Murcia, Espafia).
Este producto garantiza y certifica la composicion biolégica de ambas cepas, con un
contenido minimo de 10° ufc/g (ufc: unidades formadoras de colonias). Se aplicé una
dosis de Biopron® de 15 g por planta (45 g por saco de sustrato), tres dias antes del

trasplante.

3.1.3. Pimiento sometido a diferentes concentraciones de estrés salino

Las plantas de pimiento Capsicum annuum L., tipo Lamuyo, variedad Herminio, tipo
B, procedentes de un semillero comercial, fueron transplantadas el 28 de diciembre de 2007 a
un invernadero localizado en el Centro Integrado de Formacién y Experiencias Agrarias
(CIFEA) de Torre Pacheco (Murcia).

Se colocaron 3 plantas por cada saco de sustrato (fibra de coco, marca Cocopeat)
(cultivo sin suelo), que median 1 x 0,16 x 0,18 m. En cada saco se depositaron 3 piquetas con
goteros autocompensantes y antidrenantes de 4 L/h de caudal. En el invernadero se dispuso
de 3 sectores de riego (S1, S2 y S3), aplicando a cada uno de ellos una disolucion nutritiva con
diferente concentracion de NaCl: 0 mM (S1); 20 mM (S2) y 40 mM (S3).

Las soluciones salinas S1, S2 y S3 se aplicaron a las plantas de pimiento desde un
tiempo determinado después del transplante (DDT) (50, 100 y 150 dias) hasta el final del
experimento, segtin el patrén descrito en la Tabla 3.3. Este patrén de aplicacién di6 lugar a un
total de 7 tratamientos distintos (T1-T7). Los frutos de pimiento maduros fueron recogidos en
tres fechas diferentes (11,/04/08,6/06/08 y 25/07/08), con el fin de poder evaluar el efecto del
tiempo que la planta estuvo sometida a cada tratamiento, sobre la calidad de los frutos
obtenidos (Tabla 3.3).



Tabla 3.3. Planteamiento experimental de las muestras de pimiento (Capsicum annuum L., tipo Lamuyo) sometido a diferentes conentraciones de NaCl.

28/12/07 16/02/08 06/04/08 11/04/08 26/05/08 06/06/08 25/07/08
Tratamientos
Transplante 50 DDT 100 DDT 150 DDT
T1 S1:Control S1:Control S1:Control Sin tratamiento S1:Control Sin tratamiento Sin tratamiento
T2 S1:Control S2: NaCl 20 mM S2: NaCl 20 mM 55 dias tratamiento S2: NaCl 20 mM 111 dias tratamiento 160 dias tratamiento
T3 S1:Control S1:Control 52: NaCl 20 mM S2: NaCl 20 mM 61 dias tratamiento 110 dias tratamiento
T6 S1:Control S1:Control S1:Control S2: NaCl 20 mM 60 dias tratamiento
T4 S1:Control S3:NaCl40 mM  S3: NaCl 40 mM 55 dias tratamiento $3: NaCl 40 mM 111 dias tratamiento 160 dias tratamiento
T5 S1:Control S1:Control $3: NaCl 40 mM S3: NaCl 40 mM 61 dias tratamiento 110 dfas tratamiento
T7 S1:Control S1:Control S1:Control S3: NaCl 40 mM 60 dfas tratamiento

*DDT: Dias después del transplante.
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3.1.4. Pimiento conservado en V gama

La denominacién de V gama engloba, esencialmente, a las hortalizas cocidas
presentadas al vacio y a los platos cocinados, preparados de antemano y listos para
calentarlos y consumirlos. También se incluye la V gama de hortalizas, donde tienen
cabida todos los productos a base de vegetales que, habiendo sufrido un tratamiento
térmico, se les garantiza una conservacién minima de 6 semanas (Tirilly y Bourgeois,
2002). Estos productos estdn experimentando un creciente desarrollo, ya que
responden a las demandas de consumidores e industriales. Son productos listos para
el consumo, seguros en el plano microbiolégico y satisfactorios en el plano
organoléptico.

Entre las hortalizas de V gama més demandadas se encuentra el pimiento,
cuyo proceso de elaboracién engloba las siguientes tareas: seleccion de materias
primas, elaboracién de los productos, evaluacién de los factores de penetracién de
calor, estimacién de los datos cinéticos y térmicos, determinacién de los parametros
de pasteurizacion, tiempos, eleccion de extractos o aditivos y ensayos microbiologicos
sobre los productos elaborados.

Dentro de la conserva de pimiento, el producto tipico es el asado, cuyo
proceso de elaboracién consta de las siguientes etapas: asado y pelado quimico,
descorazado (eliminacién de placenta y semillas), cortado en tiras, enlatado en su

jugo, pasteurizado y enfriado.

3.1.4.1. Descripcién del proceso

El pimiento asado en tiras fue suministrado por una empresa de la Regién de
Murcia. Tras las etapas de pelado y descorazado, se envasé en bandejas de pléstico.
Posteriormente fue esterilizado en autoclave con sobrepresién y enfriando con agua.
El pH del pimiento fue 4,8 y el del liquido de gobierno 2,56. Se llenaron las bandejas
con un peso medio de pimiento de 320 g y se les afiadi6 el liquido de gobierno a 95
°C, hasta un peso neto medio de 427 g. Las bandejas se termosellaron aplicando un
vacio de —0,55 bares y se esterilizaron en un autoclave estatico provisto de un sistema
de duchas de agua caliente, a una temperatura de 98 °C y 0,8 bares de presién total.

En una de las bandejas, se introdujo una sonda que nos indicé la temperatura en el



interior de la bandeja durante todo el proceso de esterilizacién y enfriamiento, que se
llevé a cabo por un sistema de duchas de agua fria.

Para poder evaluar el efecto de las ciclodrextrinas (CDs) en la estabilizacion
de las caracteristicas organolépticas del producto, se elaboraron dos tipos de
muestras:

e pimiento en su jugo: con un 5 % de &cido citrico en el liquido de
gobierno.
* pimiento en su jugo con B-CDs: el liquido de gobierno contenia,

ademas del 4cido citrico, un 1% de B-CDs.

Una vez elaboradas las barquetas, en presencia y ausencia del 1% de -CDs,
se almacenaron a diferentes a temperaturas: 4, 25 y 50 °C (18 barquetas por
temperatura de almacenamiento y tipo de muestra). El tiempo de almacenamiento
fue de 5 meses, analizdndose las barquetas cada mes (por triplicado) hasta el final del
ensayo.

Para su andlisis, las barquetas fueron abiertas y su contenido (pimiento +
liquido de gobierno) se homogeneizé durante 1 min en un Ultra Turrax (Ika, Staufen,
Germany). Ese homogenado se filtré y se utilizé para analizar: compuestos fendlicos,

vitamina C, capacidad antioxidante y color.

3.2. REACTIVOS

Los reactivos quimicos fueron suministrados por Sigma (Madrid, Espafia). El
Triton X-114 se obtuvo de Fluka y se preparé al 25% (p/v) en tampén fosfato sédico
100 mM, pH 7,3, antes de ser utilizado.

Las soluciones de peréxido de hidrégeno se prepararon diariamente, y su
concentracion se calculé mediante la ley de Lambert Beer, utilizando como coeficiente
de extincién molar g0 = 39,4 M-lem! (Nelson y Kiesow, 1972).

El preparado comercial Biopron®, fue suministrado por Probelte S.A. (Murcia,
Espafia).

Las B-ciclodextrinas fueron adquiridas a TCI Europa N.V. (Zwijndrecht,

Bélgica).
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3.3. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (Nrorar)

La determinacion de Nyt se realizé mediante el método Dumas, mediante la
combustién de la muestra en un analizador LECO FP-528 (Leco Corporation, St Joseph,
MI. U.5.A).

Este método consiste en el andlisis por combustiéon de la materia seca del
material vegetal. Las muestras de pimiento molido se colocaron en una estufa a 70 °C,
al menos 3 dias, antes de su andlisis. En una cdpsula de papel filtro, se pesaron,
aproximadamente entre 0,3 y 0,35 g de muestra, que posteriormente se prensaron
mediante un prensador hidraulico, y se introdujeron en un carrusel metélico “auto-
sampler”. El carrusel se colocé en su lugar correspondiente y una vez conectado el
aparato, este fue girando hasta dejar caer cada muestra para ser incinerada.

Este método determina cuantitativamente la cantidad de Niota en material
vegetal usando un horno de induccién y un detector de conductividad térmica. Las
muestras se incineracion a aproximadamente 850 °C, con helio. El método tiene un

limite de deteccién de 0,01% de nitrégeno (base seca).

3.4. FIRMEZA DEL FRUTO

La firmeza del fruto fue determinada sobre la piel del mismo, utilizando un

penetrémetro FT011 Bertuzzi, equipado con una sonda de 8 mm de didmetro.

3.5. DETERMINACION DE ACIDOS ORGANICOS

La concentracion de acidos organicos fue determinada en el zumo de
pimiento. Para ello 6 frutos fueron cortados y licuados. El licuado se centrifugé a
12.857 xg durante 20 min a 5 °C. El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de
nylon de 0,45 pm y se utilizé para la determinacién de 4cidos organicos mediante
HPLC (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA). Para ello, se inyectaron 10 pL de extracto a
30 °C, en una columna Supelcogel C610H (30 cm x 7,8 mm) protegida con una
precolumna Supercogel C610H (5 cm x 4,6 mm) (Supelco, Inc., Bellefonte, PA). La

deteccion se realizé a 210 nm, utilizando un detector UV HP 1100. La fase moévil



estaba compuesta por acido fosférico al 0,1% y la velocidad de flujo fue de 0,5

mL/min. El tiempo empleado por muestra fue de 40 min.

3.6. DETERMINACION DE PROTEINAS Y FENOLES TOTALES

La concentracién de proteinas y fenoles también se determiné en el zumo de

pimiento, obtenido tal y como se ha descrito en el apartado anterior (3.5).

3.6.1. Proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada mediante el método de
Bradford (1976), utilizando suero de albimina bovina (BSA) como patrén.

Este método estd basado en la unién entre el colorante azul brillante de
Coomassie G-250 y las proteinas, pasando de color rojo a color azul (Reisner y col.,
1975). El complejo proteina-colorante tiene una gran absorcién a 595 nm, alcanzando
asi una gran sensibilidad en la deteccién de proteinas. Es una técnica muy rapida
(aproximadamente 5 min), permitiendo asi un gran ahorro de tiempo, con respecto a
otros métodos de valoracién de proteinas.

Las muestras, incluyendo los patrones de BSA, fueron diluidas con agua
destilada hasta un volumen de 100 pL, posteriormente, se afiadié a cada tubo 5 mL
del reactivo de Bradford, con fenol al 0,5% (v/v), para evitar interferencias con los
compuestos fendlicos de la muestra. Seguidamente se enrasan los tubos hasta 10 mL
con agua destilada y se agitaron.

La absorbancia a 595 nm de los tubos patrén y las muestras, fue medida en
cubetas de 1 mL frente a un blanco que contenia los anteriores reactivos, pero sin
proteinas, en un tiempo comprendido entre 5 y 15 min después de haber agitado bien
los tubos. La absorbancia de los tubos con BSA fue representada frente a la
concentraciéon de albtimina, obteniendo asi la recta patrén que posteriormente fue

usada para extrapolar la concentraciéon de proteinas de las muestras (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Recta patron para la cuantificacion de proteinas en muestras de pimiento.
Se utilizé BSA como estindar.

3.6.2. Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos fueron determinados mediante el método de Folin-
Denis (Kidron y col., 1978), en presencia de Na;COs. Las muestras fueron preparadas
afiadiendo 250 puL. de muestra, 1,25 mL de reactivo de Folin, 3,75 mL de Na,CO; al
20% (p/v) y agua destilada hasta un volumen final de 25 mL. Tras incubarlas 2 h a 25
°C, se midi6 la absorbancia a 765 nm, frente a un blanco que contenia los anteriores
reactivos, pero sustituyendo la muestra por agua destilada. Los valores de
absorbancia fueron extrapolados a mg/mL de acido galico a partir de una recta de
calibrado realizada con concentraciones crecientes de dicho acido, comprendidas

entre 0 - 1,6 mg/mL (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Recta patron para la cuantificacion de compuestos fendlicos en muestras
de pimiento. Se utiliz6 dcido gdlico como estindar.

3.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL METODO
ORAC- FLUORESCEINA (ORAC-FL)

Con este ensayo se mide la degradacién oxidativa de la FL tras la mezcla con
el radical 2, dihidrocloruro 2’- diazobis (2-aminopropano) (AAPH).

La solucién stock de FL (4 pM) fue preparada en tampoén fosfato sédico 75
mM, pH 7,4, conservandola a -20 °C durante un maximo de cuatro semanas. A partir
de este stock de FL, se prepararon disoluciones diarias de trabajo a una concentracién
final de 6 nM.

La concentracion de la disolucion stock de &acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox C) utilizada para la elaboracién de la recta
patrén fue de 0,25 mM.

La disolucién stock de AAPH, 127 mM, se preparé diariamente en tampén
fosfato s6dico 75 mM, pH 7 4.

Las determinaciones se realizaron en un lector de microplacas Synergy HT
multi-detec microplate reader de biotek Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA).

Se emplearon microplacas de 96 pocillos de poliestireno negro con el fondo
transparente, de Nalge Nunc Internacional (Roskilde, Denmark). La fluorescencia se

ley6 por la parte inferior de la placa a una longitud de onda de excitaciéon de 485/20
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nm, utilizando un filtro de emisién de 528/20 nm. El detector de placas se controlé
mediante el software KC4, version 3.4.

La capacidad de absorcién del radical se determiné por el método descrito
por Dévalos y col, con algunas modificaciones. El volumen final de cada pocillo fue de
200 pL; 100 pL de FL (con una concentracion final de 3 nM), de 0 a 70 pL de muestra,
30 pL de AAPH (con una concentracién final de 19 mM) y el resto, hasta completar
los 200 pL, de tampén fostato sédico, 75 mM, pH 7 4.

La mezcla de reactivos en ausencia del AAPH se incub6 a 37 °C durante 30
min, dispensando inmediatamente después la solucién del radical, usando para ello
una pipeta multicanal. La microplaca se introdujo en el lector, y se midié la
fluorescencia cada 1'14”, durante 120’, agitindose automaticamente en cada medida.
Se realizé un blanco que contenia FL y AAPH, usando tampdn fosfato sédico en lugar
de muestra antioxidante y 8 soluciones de concentraciones crecientes de Trolox C
(compuesto antioxidante de referencia) para obtener la recta de calibrado (6,25 - 31,25
uM) (Figura 3.4.A).

Todas las medidas se realizaron por triplicado. Para evitar posibles efectos
adversos por aumento de la temperatura, sélo se utilizaron los 60 pocillos interiores
de la placa, dejando los exteriores con 200 pL de agua destilada. Los resultados
fueron expresados como fluorescencia relativa con respecto a la lectura inicial. El drea

bajo la curva de FL (AUC) fue calculada mediante la ecuacién:

i=120 f
AUC =1+ ) '

i=1.14

fo

Donde fj es la lectura de la FL inicial a 0 min y f; es la lectura de la FL a
tiempo i. El net AUC de cada muestra se obtuvo restdndole al AUC correspondiente
el AUC del blanco. Los resultados de actividad antioxidante fueron expresados como

pmoles de Trolox C por g de muestra.
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Figura 3.4. (A) Recta de regresion del net AUC con diferentes concentraciones de Trolox C.
NET AUC= AUCuestra — AUC planco. (B) Curva de caida de la FL inducida por
AAPH en presencia de concentraciones crecientes de Trolox C.

3.8. EXTRACCION Y DETERMINACION DE CAROTENOS TOTALES

Como método de extraccion se utilizo6 el propuesto por Almela y col., en 1991,

con pequefias modificaciones.
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Se homogeneizaron 0,5 g de pimiento deshidratado con 50 mL de disolvente
organico (hexano/acetona/etanol, 50:25:25 v/v). El homogenado se centrifugé
durante 5 min a 5.054 xg, a una temperatura de 5 °C. La capa superior de hexano,
coloreada, fue recuperada y enrasada hasta 25 mL con el mismo disolvente orgénico.

Para analizar el contenido total de carotenos, 1 mL de muestra se diluy6 en
proporcién 1:1 (v:v) con hexano y se determin la absorbancia de la mezcla a 450 nm,

utilizando como estandar B-caroteno comercial (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Recta patron para la cuantificacién de carotenos totales en muestras de
pimiento. Se utilizo -caroteno como estindar.

3.9. MEDIDAS DE COLOR

Las medidas de color se determinaron sobre zumo de pimiento, obtenido tal
y como se describe en la seccién 3.5. En este caso, el licuado se pasé a través de un
tamiz de 45 pm.

Las medidas de color, como coordenadas CIELab, (L*, a* y b*), se realizaron
en un colorimetro Hunterlab Colorflex® (Hunterlab, Reston, Virginia, U.S.A).

El paramero L* indica luminosidad y los pardmetros a* y b* son las
coordenadas de cromaticidad, verde-rojo y azul-amarillo, respectivamente. L* es una
medida aproximada de luminosidad, que es la propiedad segtn la cual cada color

puede ser considerado como equivalente a un miembro de la escala de grises, entre



negro y blanco, tomando valores dentro del rango 0 (negro) - 100 (blanco). El
pardmetro a* toma valores positivos para los colores rojizos y negativos para los
verdosos, mientras que b* toma valores positivos para los colores amarillentos y
negativos para los azulados (Pérez-Lépez y col., 2007).

El pardmetro C* es el croma [C * = ﬂia *2 i+ ib %*2 j], siendo 0 en el centro
de una esfera de color y aumenta, segiin lo hace la distancia del centro. Finalmente, el
angulo HUE, es el angulo matiz  h,, =arc tg a:) expresado en grados. Se define
como inicio en el eje +a*; 0° serfa (rojo), 90° +b* (amarillo), 180° -a* (verde) y 270° -b*
(azul). El valor AE representa la correlacion espacial de los valores a*, b* y L* en la
esfera CIELab expresada comoAE = [(AL *)2 + (Aa *)2 + (Ab *)2 ]1/2 (McGuire,
1992) (Figura 3.6).

Los anélisis se realizaron por triplicado.

+L

+b +a

Figura 3.6. Pardmetros de color CIELab: A) Representacion tridimensional de los

pardmetros cromdticos y B) Coordenadas de color CIELab en el plano.

3.10. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Las muestras de pimiento (10 g), se mezclaron con 50 mL de agua
desionizada y se homogeneizaron en un Ultra Turrax (Ika, Staufen, Germany)
durante 5 min. Se pesaron 5 g del homogenado, adicionando 25 mL de la solucién
extrantante (metafosférico al 0,5%). A continuacién se agitaron en oscuridad durante

20 min, pasando finalmente por un filtro de 0,45 pm.



84 ANA SERRANO MARTINEZ

La determinacién de vitamina C fue llevada a cabo mediante HPLC (Merck—
Hitachi, Darmstad, Germany) usando una columna C-18 de fase reversa LiChrospher
100 RP-18 LichroCART 205-4 HPLC-Cartridge con un tamafio de particula de 5 ym.
Se midieron a 245 nm, utilizando un detector de diodos Shimadzu SPD-M6A UV
(Shimadzu, Kyoto, Japan). La fase movil estaba compuesta por: agua:metanol:tampé6n
acetato:dimetilhexilamina en una proporcién 94,5:4:1,5:0,15 (v:v:v:v). La velocidad de
flujo fue de 1 mL/min. La linealidad de la recta patrén fue comprobada en un rango
de concentraciones de acido ascérbico desde 0,005 a 0,16 mg/mL (Figura 3.7). Todas

las muestras se analizaron por triplicado.
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Figura 3.7. Recta patron para la cuantificacién de dcido ascérbico en muestras de
pimiento. Se utiliz6 dcido ascérbico como estindar.

3.11. EXTRACCION DE PEROXIDASA (POD) DE PIMIENTO

La POD de pimiento fue extraida y parcialmente purificada usando el
método descrito por Niifiez-Delicado y col., 2003, con algunas modificaciones.

Se pesaron 50 g de material vegetal y fue homogeneizado con 100 mL de
tampoén fosfato sédico 100 mM, pH 7,3 en un Ultra Turrax (Ika, Staufen, Germany).
Este homogenado se filtr6 a través de 4 capas de gasa y, posteriormente fue sometido

a separacion de fases inducida por temperatura mediante la adicién de Triton X-114 a



4 °C, hasta tener una concentracién final de detergente del 4% (p/v). La mezcla se
mantuvo a 4 °C durante 15 min y, posteriormente, se calenté a 37 °C durante el
mismo periodo de tiempo. En este punto del ensayo, la disolucién adquiere turbidez
debido a la formacién, agregacion y precipitacion de micelas de detergente,
conteniendo proteinas hidrofébicas y compuestos fendlicos.

Esta disolucién turbia se centrifugé a 10.000 xg durante 15 min, a 25 °C.
Después de desechar el pellet y la fase rica en detergente, el sobrenadante (fase pobre
en detergente), conteniendo POD de pimiento, se llev6 al 30 % de saturacién con
sulfato aménico, y se mantuvo en agitacién continua a 4 °C durante 1h. Pasado este
tiempo, la disolucién se centrifugé a 60.000 xg durante 30 min a 4 °C y el pellet fue
eliminado. Al sobrenadante se le afiadi6 sulfato amoénico para conseguir un 80% de
saturacion, agitando durante l1h a 4 °C. Tras centrifugar 30 min a 60.000 xg, el
precipitado obtenido se disolvié en un volumen minimo de tampén fosfato sédico
100 mM, pH 7,3.

El contenido final de sal fue eliminado por didlisis y finalmente la enzima se

almaceno a -20 °C.

3.12. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de POD fue determinada espectofotométricamente, en un
espectofémetro Shimadzu modelo UV-1063, usando como sustrato [acido 2,2'-azino-
bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico] ABTS, a 414 nm (e414= 31,1 M-'cm?) (Rodriguez-
Loépez y col., 2000). Una unidad enzimatica es la cantidad de enzima que produce 1
pmol del radical ABTS** por minuto.

El medio de reaccién estandar a 25 °C contenia, en tampén citrato sédico 50
mM, pH 4,5, 1 ng/mL de POD de pimiento parcialmente purificada, 1 mM de ABTS,
6 mM de H;O, y 0,2 mM de Tropolona en un volumen final de 1 mL.

3.13. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis nativa en gel de poliacrilamida se realizé segtin el método

descrito por Angleton and Flurkey (1984). Se llevé a cabo con un 8% de acrilamida en
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el gel. Las muestras fueron diluidas 1:1 con tampdén de muestra, que contenia glicerol
al 10%, azul de bromofenol al 0,01% y Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8. Las muestras no fueron
desnaturalizadas por calor antes de ser aplicadas sobre el gel. La electroforesis en gel
de poliacrilamida fue realizada a temperatura ambiente en una cubeta Mini
PROTEAN II de Bio-Rad, conectada a una fuente de electroforesis (Bio-Rad). Se llevd
a cabo a 180 V y la duracién de ésta, bajo las condiciones ya mencionadas, fue
aproximadamente de 60 min. Para determinar la actividad POD, los geles se tifiieron
con 100 mL de tampén acetato sédico 50 mM, pH 5,0, que contenia 0,45 mM de H>O»
y 1 mM de 4-metoxi-a-naftol (4MN).

3.14. ESTABILIDAD TERMICA

Para estudiar la estabilidad térmica de POD de pimiento, se incubaron
alicuotas de los extractos enzimaéticos, a diferentes temperaturas, (30, 40, 50 y 60 °C)
en un bafio termostatizado durante un tiempo determinado. Posteriormente se

enfriaron en hielo a 4 °C y se analizaron inmediatamente después a 25 °C.

3.15. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y a un test
multivariante Tukey, que se utiliz6 para determinar las diferencias significativas
entre los distintos tipos de cultivo de pimiento. La interpretacién de los resultados se
representé con p < 0,05. Los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el soporte
informatico SPSS 12.0 (SPSS Ciencias, Chicago, USA). En el caso de actividad POD,
los datos experimentales representan la media de al menos 3 determinaciones
independientes, cada una de las cuales se realiz6 por duplicado. Para realizar el ajuste
de los datos se utilizé el programa Sigmaplot 9.0 sofware package (Jandel Scientific,

Germany).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPARACION DE DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD EN PIMIENTO
CULTIVADO BAJO SISTEMA DE PRODUCCION ECOLOGICA Y TRADICIONAL:
CONTENIDO EN PROTEINAS, COMPUESTOS FENOLICOS, VITAMINA C, ACTIVIDAD
POD, CAROTENOS Y COLOR.

4.1.1. Contenido en proteinas

El valor proteico de un alimento corresponde a su capacidad para satisfacer
las necesidades del consumidor en nitrégeno y aminodcidos y asegurar asi un
crecimiento y mantenimiento convenientes.

La determinacién del contenido en proteinas de pimiento, se llevé a cabo
utilizando el método Bradford, (ver seccién 3.6.1 de Materiales y Métodos). Se
compar6 el contenido en proteinas de pimiento ecolégico y tradicional en dos
estadios de maduracién (verde y rojo), con el fin de estudiar el efecto de la
maduracién y el tipo de cultivo en el contenido proteico del pimiento.

Como se observa en la Figura 4.1, el contenido proteico aument6 con la
maduracién, mostrando aproximadamente el doble contenido en proteinas en el
estadio de maduracién rojo que en el verde. Este patron se repitié en los dos sistemas
de cultivo estudiados: ecolégico y tradicional.

Son escasos los trabajos dedicados al estudio de la evolucién del contenido en
proteinas con la maduracién en vegetales. Los resultados obtenidos para pimiento
fueron similares a los descritos para nispero, en cuyo caso la cantidad de proteinas
aumento también considerablemente con la maduracién del fruto (Aydin y Kadioglu,
2001).

El tipo de cultivo, es otro de los factores que pueden afectar al contenido
proteico en frutas y verduras (Delgado y col., 2004; Anttonen y Karjalainen, 2006). En
nuestro caso, el pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico (Figura 4.1,
barras verdes oscuras), no mostré diferencias significativas (p < 0,05) respecto al
contenido proteico del pimiento cultivado bajo sistema de produccién tradicional
(Figura 4.1, barras verdes claras), en los dos estadios de maduracién estudiados. Sin
embargo, se observé una tendencia al alza en el contenido proteico en pimiento

ecolégico respecto al tradicional.
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Figura 4.1. Contenido proteico (mg/100 g FW) en pimiento cultivado bajo sistema de
produccion tradicional (barras verdes claras) y ecolégico (barras verdes
oscuras).

4.1.2. Contenido en compuestos fendlicos

El nivel de compuestos fendlicos en alimentos de origen vegetal es
importante, ya que intervienen no solo en su calidad nutricional, sino que también
contribuyen a darle sus propiedades organolépticas y sensoriales, como el color y el
flavor (Lancaster, 1992; Iglesias y col., 1999). La utilizacién de pesticidas y fertilizantes
quimicos modulan la naturaleza y concentraciéon de compuestos fendlicos
sintetizados en vegetales (Daniel y col., 1999; Carbonaro y Mattera, 2001). Por otra
parte, también el estadio de maduracién afecta a la concentraciéon de compuestos
fendlicos (Serrano-Megias y col., 2006), ya que estos niveles vienen determinados por
la edad fisiolégica de la planta y las situaciones de estrés a las que haya estado
sometida. También es importante tener en cuenta sus posibles efectos beneficiosos
para la salud del consumidor, relacionados con su capacidad antioxidante y su
funcién como atrapadores de radicales libres (Hergtog y col., 1992a; Hergtog v col.,
1993; Keli y col., 1996; Knekt y col., 1996; Rimm y col., 1996).
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En este trabajo, se comparé el nivel de compuestos fendlicos de pimiento
ecolégico y tradicional en dos estadios de maduracién: verde y rojo. Como se observa
en la Figura 4.2, el contenido en compuestos fendlicos, de pimiento verde, fue
significativamente menor (p < 0,05) que el de pimiento rojo, en ambos tipos de
cultivo, tradicional (Figura 4.2, barras verdes claras) y ecolégico (Figura 4.2, barras
verdes oscuras). Este resultado indicé un incremento en el contenido de compuestos
fendlicos con la maduracién del pimiento, independientemente del sistema de
produccién utilizado para su cultivo, estos resultados son similares a los descritos en

la bibliografia para algunas variedades de pimiento (Marin y col., 2004).
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Figura 4.2. Compuestos fendlicos (mg/100 g FW) en pimiento cultivado bajo sistema
de produccion tradicional (barras verdes claras) y ecoldgico (barras verdes
oscuras).

Estos resultados concuerdan con los descritos para otras variedades de
pimiento dulce (Howard y col., 2000), en los que el nivel de compuestos fendlicos
aumenté con la maduracién. Sin embargo, contrastan con los obtenidos para
pimiento de padrén (Estrada y col., 2000), y uva (Sanchez-Ferrer y col., 1989) en los
que el nivel de compuestos fendlicos desciende con la maduracién del fruto.

El tipo de cultivo, también puede afectar al contenido en compuestos
fendlicos de frutas y verduras (Delgado y col., 2004; Anttonen y Karjalainen, 2006). El

pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecoldgico (Figura 4.2, barras verdes
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oscuras), mostré un mayor contenido en compuestos fendlicos (p < 0,05) que el
cultivado bajo sistema de produccién tradicional (Figura 4.2, barras verdes claras), en
los dos estadios de maduracién estudiados.

Los resultados obtenidos para pimiento concuerdan con los descritos en
alimentos de origen vegetal como: maiz (Asami y col., 2003), fresa (Hakkinen y
Torrénen, 2000), frambuesa (Howard vy col., 2003), melocotén y pera (Carbonaro y col.,
2002). Sin embargo, contrastan con los obtenidos para pasas negras (Anttonen y
Karjalainen, 2006), ciruelas amarillas (Lombardi-Boccia y col., 2004) y lechuga (Young
y col., 2005), en cuyos casos, los cultivos ecolégicos mostraron niveles de compuestos
fendlicos inferiores a los cultivos tradicionales.

El tipo de fertilizaciéon puede explicar las diferencias obtenidas en el
contenido en compuestos fendlicos entre cultivo ecolégico y tradicional por dos
motivos: en primer lugar, en el cultivo ecolégico los nutrientes son suministrados a
través de una rotacion de cultivo, estiércol o subproductos vegetales. El nitrégeno
organico es transformado en inorgénico por la microflora del suelo; por lo que es
dificil de controlar la disponibilidad de los nutrientes para la planta. Recientemente
se ha demostrado que una menor disponibilidad de nitrégeno conduce a un
incremento en la sintesis de fenilpropanoides (Fritz y col., 2006). En segundo lugar,
estos resultados pueden ser explicados ya que en el sistema de produccién ecolégico
la planta no ha sido tratada con pesticidas sintéticos para controlar las plagas, por lo
tanto, la sintesis de fenoles aparece como respuesta al ataque por patdgenos
(Carbonaro y col., 2002; Howard y col., 2003).

4.1.3. Contenido en vitamina C

El nivel de vitamina C en vegetales depende de diferentes factores, entre los
que se incluyen: variedad, tipo de cultivo y estadio de maduracién (Lee y Kader,
2000; Howard y col., 2002; Tudela y col., 2002). En este trabajo se determiné el
contenido en vitamina C en pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico
y tradicional en dos estadios de maduracién: verde y rojo. El nivel de vitamina C
determinado en pimiento, estuvo en el rango descrito en la bibliografia (63-243
mg/100 g FW) (Zapata y Dufour, 1992; Howard y col., 2000; Tadesse y col., 2002)
(Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Cambios en el contenido en vitamina C durante la maduracion de pimiento dulce
(Capsicum annuum L., cultivo Almuden) cultivado bajo sistema de produccién
ecolégico y tradicional.

verde 100,13b+2,12
rojo 148,854+2,41
verde 77,963+1,73
rojo 120,65+1,82

Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas
letras no mostraron diferencias significativas p < 0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).

El andlisis de vitamina C en pimiento por HPLC, mostré un aumento en la
concentracion de esta vitamina con la maduracién, en los dos sistemas de produccién
estudiados (Tabla 4.1). En el caso de pimiento cultivado bajo sistema de produccién
ecoldgico, el contenido en vitamina C aument6 de 100,13 +2 ,12 mg/100 g FW para
pimiento verde a 148,85 + 2,41 mg/100 g FW para pimiento rojo, lo que supone un
aumento del 50% en el contenido de vitamina C.

En el caso de pimiento cultivado bajo sistema de produccién tradicional el
contenido en vitamina C aumenté de 77,96 + 1,73 mg/100 g FW para pimiento verde
a 120,65 + 1,82mg/100 g FW para pimiento rojo. En ambos casos (ecolégico y
tradicional) el aumento del contenido en vitamina C fue del 50% al pasar del estadio
de maduracién de verde a rojo.

Estos resultados estdn de acuerdo con los descritos anteriormente para otras
variedades de pimiento (Howard y col., 1994; Osuna-Garcia y col., 1998; Howard y col.,
2000; Marin y col., 2004). Este incremento puede estar asociado con el papel del
ascorbato como agente fotoprotector (Smirnoff y Wheeler, 2000), ya que la cantidad e
intensidad de luz durante el crecimiento influye en el nivel de dcido ascérbico del
fruto (Lee y Kader, 2000). La mayor cantidad de horas de exposicién a la luz, podria
explicar el aumento en el contenido de acido ascérbico de pimiento rojo frente a
pimiento verde, es decir, el aumento del contenido en vitamina C con la maduracién
(Tabla 4.1).
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Los resultados obtenidos para pimiento cultivado bajo sistema de produccién
tradicional son similares a los descritos para pimiento cultivo Vergasa (Marin y col.,
2004) y tomate (Yahia y col., 2001).

Por otra parte, también se compar6 el contenido en vitamina C de pimiento
cultivado bajo sistema de produccién ecolégico y tradicional, con el fin de determinar
si el sistema de produccién influye en dicho pardmetro (Tabla 4.1). Como se observa
en la tabla 4.1, el nivel de vitamina C en pimientos cultivados bajo sistema de
produccién ecolégico fue mas alto que el encontrado en pimientos cultivados bajo
sistema de produccién tradicional, en los dos estadios de maduracién estudiados.
Asi, en el caso de pimiento verde, el contenido en vitamina C fue un 22% mas alto
para pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico que para el cultivado
bajo sistema de produccién tradicional y en el caso de pimiento rojo, el contenido en
vitamina C fue un 19% maés alto para pimiento cultivado bajo sistema de produccién
ecolégico que para el cultivado bajo sistema de produccién tradicional. Estos
resultados son similares a los descritos para fresa y maiz (Wang y col., 1996).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, podemos concluir que tanto el
estadio de maduracion, como el sistema de cultivo, afectan a los niveles de vitamina

C en pimiento.

4.1.4. Actividad POD

Peroxidasa, es una enzima oxidativa que cataliza la oxidacién de compuestos
fendlicos en presencia de HoO. (Dunford y Stillman, 1997). Esta implicada en
diferentes procesos fisioldgicos como la oxidacién de compuestos fendlicos,
lignificaciébn como respuesta ante el ataque por patégenos (Ray y col., 1998),
catabolismo de auxinas, reacciones de detoxificacion de H>O, y metabolismo de
capasaicinas (Gaspar y col., 1985; Bernal y col., 1993a; Bernal y col., 1993b; Bernal y col.,
1995). Un aumento de la actividad POD en los tejidos vegetales esta asociado a un
proceso de resistencia por parte de la planta (Breusegem y col., 2001). La actividad de
POD también ha sido asociada con el metabolismo de la avenantramida (fitoalexina
presente en hojas de avena infectadas con hongos) observandose un aumento de la
actividad POD en plantas infectadas. Esta induccién de la actividad POD esta descrita

en muchas especies vegetales, como maiz (Cadena-Gémez y Nicholson, 1987), trigo
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(Flott y col., 1989), cebada (Kerby y Somerville, 1989), arroz (Chittoor y col., 1997),
semillas de soja (Graham y Graham, 1991) y pimiento (Alcaraz y col., 1995).

En este trabajo, se estudiaron los niveles de actividad POD en pimiento dulce
cultivado bajo sistema de produccién ecolégico y tradicional, para dos estadios de
maduracién, verde y rojo. La enzima fue parcialmente purificada mediante el método
descrito por Nufiez-Delicado y col., en 2003, con algunas modificaciones. El método
consisti6 en la combinacién de particion de fases con Triton X-114 y el
fraccionamiento con sulfato amoénico entre el 30 y el 80%. La enzima obtenida
aparecié como una sola banda electroforética para pimiento verde cuando se utilizé
4MN como sustrato (Figura 4.3, A y C), independientemente del sistema de cultivo
utilizado. Sin embargo, en el caso del pimiento rojo, la enzima obtenida aparecié
como una doble banda electroforética en ambos tipos de cultivo (Figura 4.3, B y D).

Los resultados presentados en la Figura 4.3, muestran que el tipo de
agricultura ecoldgica o tradicional no afecta a la forma isoenzimdtica de POD
sintetizada en los diferentes estadios de maduraciéon de pimiento estudiados. Existe
una banda electroforética de POD en el estadio de maduracién rojo (Figura 4.3, B y
D), que estd ausente en el estadio de maduracién verde (Figura 4.3, A y C), para

ambos tipos de cultivo, ecolégico y tradicional.

Figura 4.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida, al 8%. Teiiido con 0,45 mM de H>0;
y 1 mM de 4-metoxi-a-naftol (4MN) en 50 mM de tampon acetato sédico pH 5,0.
(A) POD de pimiento verde tradicional, (B) POD de pimiento rojo tradicional, (C)
POD de pimiento verde ecolégico y (D) POD de pimiento rojo ecoldgico.



96 ANA SERRANO MARTINEZ

Estos resultados indicaron que la actividad POD esta correlacionada con el
proceso de maduracién del pimiento, ya que aparece una nueva banda isoenzimatica
cuando el pimiento cambia de verde a rojo, a pesar del descenso observado en la

actividad especifica de la enzima (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Actividad especifica de POD de pimiento cultivado bajo sistema de
produccién tradicional (barras verdes claras) y pimiento cultivado bajo
sistema de produccion ecologico (barras verdes oscuras). El medio de reaccion a
25 °C contenia en tampén citrato sédico 50 mM pH 4,5, 1 ng/mL de POD
parcialmente purificada, 1 mM de ABTS, 6 mM de H>O,y 0,2 mM de Tropolona.

La disminucion en los niveles de actividad especifica de POD con la
maduracién del pimiento puede estar relacionado con el aumento de carotenoides y
compuestos fendlicos (Kanner y Mendel, 1977; Zorn y col., 2003) en el paso de verde a
rojo ya que esta enzima esta implicada en el metabolismo de dichos compuestos.

El tipo de cultivo puede influir en los niveles de enzimas oxidativas tales
como PPO (Nufez-Delicado y col., 2005). Los niveles de actividad especifica para
POD observados en el caso de pimiento cultivado bajo sistema de produccién
ecoldgico (Figura 4.4, barras verdes oscuras), fueron significativamente mayores (p <
0,05) que en el caso de pimiento cultivado bajo sistema de produccién tradicional

(Figura 4.4, barras verdes claras) en los dos estadios de maduracién estudiados
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(verde y rojo). Estos resultados concuerdan con los descritos para PPO de pera,
melocotén (Carbonaro y Mattera, 2001) y uva (Nufiez-Delicado y col., 2005).

En el caso de pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico, el
incremento en el nivel de actividad POD puede estar relacionado con el cambio en el
metabolismo de compuestos fendlicos, debido a la ausencia de pesticidas y
fertilizantes sintéticos y con el desarrollo de sistemas de resistencia a infecciones

(Ohazurike y Arince, 1996).

4.1.5. Contenido total de carotenos

Los carotenoides representan uno de los grupos madas importantes de
pigmentos naturales del reino vegetal.

En frutos se localizan en los cromoplastos, con diferente distribucion
dependiendo del fruto. En el caso del pimiento maduro, los carotenoides
mayoritarios suelen ser capsanteno y capsorrubeno (Nuez y col., 2003).

Generalmente, en el proceso de maduracion de los frutos, van
desapareciendo las clorofilas y se van desenmascarando ciertos pigmentos
carotenoides a la vez que se sintetizan otros nuevos. Conforme avanza la maduracién
en el caso del pimiento, los carotenoides que se van sintetizando son esterificados
para aumentar su estabilidad e hidrofobicidad, lo que facilita su incorporacién a la
estructura de las membranas.

En este estudio hemos comparado el contenido total de carotenoides en
pimiento, expresado como la suma de las concentraciones de los distintos carotenos,
medidos a una longitud de onda de 450 nm, en funcién de las técnicas de cultivo
utilizadas y el estadio de maduracién del fruto.

En la figura 4.5 se observa como el contenido en carotenos de pimiento
cultivado bajo sistema de produccioén tradicional fue mucho maés bajo a lo largo de la
maduracién (barras verdes claras) que el del pimiento cultivado bajo sistema de
produccién ecoldgico (barras verdes oscuras). Esta diferencia en el nivel de carotenos
se hizo mas notable, conforme avanz¢ el estadio de maduracién del material vegetal.
En pimiento verde cultivado bajo sistema de produccién ecolégico, el contenido en

carotenos totales fue un 50% mayor que en pimiento cultivado bajo sistema de
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produccién tradicional; en el caso de pimiento rojo el aumento fue de un 52% en el

ecoldgico respecto al tradicional.
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Figura 4.5. Efecto del tipo de cultivo y estado de maduracion en carotenoides totales
de pimiento dulce. Cultivo tradicional (barras verdes claras) o ecolégico (barras
verdes oscuras).

Las concentraciones mas altas de carotenos se obtuvieron para pimiento rojo
323 + 003 y 1,73 £ 0,04 mg/100 g FW para cultivo ecolégico y tradicional,
respectivamente (Figura 4.5). Los resultados obtenidos para pimiento cultivado bajo
sistema de produccién tradicional son del mismo orden que los descritos en la
literatura (Howard y col., 2000; Wall y col., 2001), sin embargo, los resultados
obtenidos para pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico no se han

podido contrastar, ya que no hay datos disponibles en la bibliografia.

4.1.6. Parametros de color

El aspecto fisico de la fruta, y en particular su color, es de primordial
importancia cuando se hace referencia a los distintos atributos que definen su
calidad. Es especialmente importante en el caso de frutas destinadas a su consumo en

fresco.
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Los cambios de color con la maduracién, en la cara externa del pimiento,
tienen lugar como resultado de la degradacién de la clorofila y un aumento
considerable del contenido en carotenos (Figura 4.5). Este cambio estd directamente
relacionado con la temperatura e iluminacién a la que esta expuesta la fruta.

Las variaciones del contenido en carotenos de pimiento rojo en funcién del
sistema de cultivo ecolégico o tradicional, descrito en el apartado anterior, lleva
asociado un cambio de color.

En este trabajo, también se ha estudiado la influencia del tipo de cultivo y
estadio de maduracién en la evolucién de las coordenadas de color CIELab (L*, a* y
b*) de pimiento.

Se observaron diferencias significativas p < 0,05 en las coordenadas de color
CIELab tanto entre pimientos cultivados bajo los dos sistemas de produccién
estudiados como en pimientos en distintos estadios de maduracién (Tabla 4.2).

La clorofila, es el pigmento mayoritario en pimiento inmaduro (verde)
mientras que en el caso de pimiento maduro (rojo) los pigmentos mayoritarios son los
carotenos. Por tanto, conforme avanza el estadio de maduracién del pimiento, el
pardmetro de color a* (-a verde, +a rojo) aumenta, pasando de valores bajos (verde), a
valores més altos de a* (rojo) (Tabla 4.2), debido a la degradacién de la clorofila y al
aumento progresivo de la concentracién de carotenos en los cromoplastos (Gémez-
Ladrén de Guevara y Pardo-Gonzalez, 1996).

Cuando comparamos el valor de L* respecto al sistema de produccion,
observamos que en los dos estadios de maduracién estudiados (verde y rojo) el color
del pimiento fue mdas oscuro (L* mas baja) para el cultivado bajo sistema de
produccién tradicional que para el cultivado bajo sistema de producciéon ecoldgico
(Tabla 4.2).

Respecto a los valores obtenidos para la coordenada de color a* (-a verde, +a
roja), el valor mas bajo se obtuvo (como era de esperar) para pimiento verde, en
ambos sistemas de produccién, ecolégico y tradicional (11,68 + 0,02 y 6,23 + 0,03,
respectivamente) (Tabla 4.2). Conforme avanzé el estadio de maduracién, aumenté el
valor de a* alcanzando un valor de 39,61 + 0,05 para pimientos cultivados bajo
sistema de produccién ecolégico y 31,81 + 0,04 para pimientos cultivados bajo sistema
de produccién tradicional. La evolucién de la coordenada a* se encuentra en perfecta
armonia con el cambio de color de verde a rojo, que sufri6 el pimiento a lo largo de la

maduracion.
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Tabla 4.2. Cambios de color en las coordenadas CIELab durante el desarrollo y maduracién en pimiento dulce (Capsicum annuum L., cultivo
Almuden) bajo sistema de produccion ecolégico y tradicional.

Tipo de Estadio de >

. : dngulo HUE
Cultivo Maduracién
verde 67,59 + 0,024 11,68 + 0,020 46,78 + 0,01b 48,21 +0,01> 75,98 + 0,05¢
Ecolégico
rojo 54,32 + 0,04b 39,61 + 0,054 89,59 + 0,064 97,95+ 0,024 66,14 + 0,02b
verde 61,50 + 0,04¢ 6,23 + 0,052 31,36 + 0,052 31,97 +0,02a 78,75 + 0,054
Tradicional

rojo 30,76 + 0,032 31,81 + 0,04 49,71 + 0,07¢ 59,01 + 0,03 57,38 +0,03a

Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no mostraron diferencias significativas p
< 0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).
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Por otra parte, como se puede observar en la tabla 4.2, el valor de a* fue mas
alto para pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico que para el
cultivado bajo sistema de produccién tradicional, en los dos estadios de maduracion
estudiados. De esta forma, se puede concluir que el pimiento cultivado bajo sistema
de produccién ecolégico tiene un color verde o rojo mas intenso que el pimiento
cultivado bajo sistema de produccién de tradicional.

Cuando se estudié la tendencia del parametro de color b* (-b azul, +b
amarillo) se obtuvieron resultados similares a los obtenidos para el pardmetro a*,
donde b* aumentaba con la maduracién para pimiento cultivado bajo ambos sistemas
de cultivo (Tabla 4.2). En ese caso también se obtuvieron valores mas altos de b* para
pimiento cultivado bajo sistema de produccién ecolégico que para los cultivados bajo
sistema de produccién tradicional en los dos estadios de maduracién estudiados
(Tabla 4.2).

El pardmetro de color croma (C*) se calcul6 a partir de los valores a* y b*, por
lo tanto, su comportamiento fue idéntico al descrito para a* y b*, es decir, aumenté
con la maduracién en ambos tipos de cultivo. Los colores mas atractivos son aquellos
con mayor valor de C*. Como se puede ver en la tabla 4.2, el valor mas alto del C*, se
obtuvo para pimiento rojo cultivado bajo sistema de produccién ecolégico (97,95 +
0,02), siendo el valor de C* mucho menor para pimiento rojo cultivado bajo sistema
de produccién tradicional (59,01 +0,03). Asi, podremos concluir que el pimiento rojo
cultivado bajo sistema de produccién ecolégico presenta valores mas altos para las
coordenadas L*, a*, b* y C* que el pimiento rojo cultivado bajo sistema de produccién

tradicional (Tabla 4.2), por lo que presenta una mayor intensidad de color rojo.

4.2. COMPARACION DE DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD EN PIMIENTO
CULTIVADO CON BIOFERTILIZANTES O CON FERTILIZACION QUIMICA:
CONCENTRACION DE Nrora, CARACTERISTICAS FISICAS DEL FRUTO, ACIDOS
ORGANICOS, POD Y COMPUESTOS FENOLICOS.

Hay estudios que relacionan la asimilaciéon de N con el crecimiento de la
planta y la productividad de la cosecha, en respuesta a la inoculacién con
rizobacterias. Sin embargo, todavia se conoce muy poco sobre el efecto especifico de

estas bacterias en la calidad del fruto, especialmente en pimiento. El efecto de las
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rizobacterias en frutos, no siempre estd asociado con un aumento de la eficiencia de
asimilacion de N, sino que la composicion fisica y quimica, asi como las
caracteristicas enzimaticas del fruto pueden verse significativamente afectadas por la

presencia de esta bacteria.

4.2.1. Concentracion de Niotal

La concentracién de Ny en diferentes 6rganos de la planta esté relacionada
con la disponibilidad de N en la raiz, y los diferentes métodos de suministro de N a la
planta (del Amor, 2006).

La concentracién de Nyl se determiné en diferentes 6rganos de la planta de
pimiento: raiz y fruto, en diferentes condiciones de fertilizacién. La reduccién al 40%
del N suministrado a las plantas de pimiento, redujo en un 16,8% la concentracién de
Niotal €n frutos (Figura 4.6.A). Este efecto se observé tanto en plantas no inoculadas
como en las inoculadas con rizobacterias cuando se compararon con el control (100%
N) (Figura 4.6.A). Sin embargo, no se encontré ninguna diferencia significativa en la
concentracion de Nl en fruto entre las plantas inoculadas y no inoculadas, ambas
con un suministro de N del 40% (Figura 4.6.A).

El mecanismo méas comiin propuesto para explicar la promocién del
crecimiento de plantas inoculadas por Azospirillum, es la fijacién de N> (Bashan y col.,
2004). Nuestros resultados apuntan hacia la veracidad de este mecanismo, ya que se
observé como las raices de las plantas de pimiento inoculadas con rizobacterias
mostraron un incremento significativo del N, en comparaciéon con las raices de

plantas no inoculadas (Figura 4.6.B).
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Figura 4.6. Efecto del tratamiento de fertilizacion en la concentracion de nitrégeno
total en fruto y raiz. Los datos que aparecen con las mismas letras no mostraron
diferencias significativas p < 0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).

4.2.2. Caracteristicas fisicas del fruto

El contenido en materia seca del fruto y la firmeza del mismo no se vieron
afectados por la cantidad de N suministrado, ni por la inoculacién con rizobacterias
(Tabla 4.3). Sin embargo, el espesor del pericarpo (sobre todo en zona ecuatorial y
basal) se redujo significativamente en los frutos de plantas fertilizadas con el 40% de
N y no inoculadas con rizobacterias, cuando lo comparamos con el control (100% N).

De igual forma, los frutos de plantas fertilizadas con el 40% de N y no inoculadas
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mostraron un alto valor del pardmetro de color a* (6,86 + 0,77). Dado que el
parametro de color a* esta asociado con la intensidad del color rojo del fruto,
podriamos asociar su aumento en pimiento no-inoculado con baja concentracién de
N, con una mayor concentracion de carotenos, debido al estrés que supone para la
planta un desequilibrio nutricional por falta de N. Este desequilibrio también induce
un menor espesor del pericarpo, estos resultados son similares a los descritos por
Bowen y Frey (2002), que observaron un efecto en el grosor del pericarpo asociado al

suministro de N.

Cuando analizamos los valores de grosor del pericarpo y parametro de color
a* para frutos de plantas de pimiento fertilizadas con el 40% de N e inoculadas con
rizobacterias, no se observaron diferencias significativas respecto al control (Tabla
4.3). Este resultado nos indic6, que la inoculacién con rizobacterias suplia el 60% de N
que habiamos eliminado en la fertilizacién respecto al control. Por lo tanto, una
disminucién en el suministro de N en plantas inoculadas con rizobacterias mostré
una tendencia hacia la mejora de las caracteristicas fisicas del fruto, en comparacién

con plantas no inoculadas, aunque las diferencias no siempre fueron significativas.
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Tabla 4.3. Efecto de la fertilizacion en materia seca de fruto, delgadez y firmeza del pericarpo, y color del fruto maduro en pimiento dulce
(Capsicum annuum L.) cultivo Cierva, tipo de California.

Firmeza
Peso seco Espesor del pericarpo (mm)
e i s e (kg)
(g 100 g)
Apical Ecuatorial
100%N 6,67+0,18 8,35+0,30 7,06+0,25P 7,13+0,28b 3,51+0,08 47,29+0,89 4,25+0,272 26,7+0,6
40%N+ rizobacterias  7,17+0,27 8,36+0,36 6,81+0,20ab 6,84+0,223b 3,50+0,13 48,40+0,44 5,49+0,463b 27,36+0,3
40%N 7,14+0,24 8,19+0,45 6,26+0,222 6,09+0,18¢2 3,69+0,10 46,76+0,73 6,86+0,77v 26,39+0,4

Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no mostraron diferencias significativas p <
0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).
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4.2.3. Acidos organicos

La sintesis de acidos organicos es esencial para la asimilacién de NOs (Stitt,
1999), y el nivel de nitrato puede influir en el metabolismo de los carbohidratos, ya
que, durante la asimilacién de nitrato se reduce la sintesis de carbohidratos, porque
parte de los carbonos son convertidos en acidos orgénicos (Stitt y col., 2002).

Cuando las plantas de pimiento se regaron con bajo suministro de N (40%), la
concentracién de dacidos citrico, ascorbico y succinico en frutos verdes fue
significativamente mayor (p < 0,05) en plantas inoculadas con rizobacterias que en
las no inoculadas (Tabla 4.4). La inoculacién con rizobacterias aument6 las
concentraciones de acidos citrico, ascérbico y succinico en un 72,2%, 21,4% y 31,2%,
respectivamente.

Por ofra parte, no se encontraron diferencias signiﬁcativas en la
concentracién de &cido succinico y acido citrico, entre las plantas inoculadas con
rizobacterias y las plantas control (no inoculadas y pleno suministro de N (100%)),
mientras que la concentracién de acido ascérbico fue mayor en las plantas inoculadas
que en las control (Tabla 4.4).

La inoculacién tuvo menos efecto en los acidos organicos en fruto amarillo. El
acido succinico fue significativamente superior en plantas no inoculadas con bajo
suministro de N, mientras que no se encontraron diferencias signiﬁcativas entre las
plantas inoculadas y las plantas control. Por otra parte, el efecto de las bacterias
sobre la concentracién de acidos organicos fue dependiente del proceso de
maduracién. En este estudio se observé que el &cido succinico es el acido
predominante durante la etapa inmadura de pimiento dulce (verde), mientras que
cuando el pimiento alcanza la plena madurez (amarillo) el acido citrico fue el mas
abundante (Tabla 4.4). Estos datos estdn en consonancia con el patrén descrito para
algunas frutas, que muestran un aumento significativo en la concentracién de acido

citrico con la maduracién (Jakopic y col., 2007).
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Tabla 4.4. Efecto del tratamiento de fertilizacion en la concentracion de dcidos orginicos en pimiento dulce (Capsicum annuum L.) cultivo
Cierva, tipo de California en los estadios de maduracion verde y amarillo.

Acidos organicos (g 100mL-)

Fertilizacion
Citrico Tartarico Y EV ) Ascorbico Succinico
Verde 100%N 0,19+0,03P 0,024+0,0001 0,12+0,01 0,08+0,0152 0,42+0,052b
40%N+ rizobacterias  0,18+0,01b 0,010+0,005 0,12+0,04 0,14+0,01¢ 0,48+0,04b
40%N 0,05+0,012 0,013+0,051 0,14+0,01 0,11+0,01P 0,33+0,012
Amarillo 100%N 0,37+0,02 0,020+0,004 0,143+0,002 0,194+0,091a 0,15+0,012
40%N+ rizobacterias  0,40+0,03 0,017+0,006 0,154+0,009 0,250,010 0,18+0,012
40%N 0,41+0,01 0,020+0,008 0,169+0,008 0,22+0,02ab 0,24+0,03P

Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no mostraron diferencias significativas p <
0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).
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Kamilova y col., en 2006 describieron la implicacién de los acidos succinico y
citrico en el crecimiento y desarrollo de pimiento dulce.

Los diferentes comportamientos de las propiedades fisico-quimicas del
pimiento dulce durante el desarrollo del fruto han sido descritos en numerosas
investigaciones relacionadas con el suministro de N y el tipo de cultivo (del Amor y
col., 2008; Pérez-Lépez y col., 2007). Por otra parte, Martinez y col., en 2007,
observaron, en variedades de color rojo, que cuando se produjo el viraje de color de
verde a rojo, el contenido total de 4cido ascérbico aumenté en un 27%. Los estudios
de Deepa y col., en 2007 también demostraron una tendencia creciente de la
concentracion de 4cido ascérbico con la madurez, mientras que Gnayfeed y col., en
2001, observaron como el acido ascérbico llegé a su nivel maximo en el momento del
cambio de color. En este experimento, la concentracién de acido ascérbico aumenté
en un 50% del estadio de maduracién verde al amarillo en los dos tratamientos

estudiados.

4.2.4. POD y compuestos fendlicos

Como se observa en los datos presentados en la Tabla 4.5, tanto el aporte de
N como la inoculacién con rizobacterias de la planta, tiene un marcado efecto en la
actividad POD de frutos de pimiento. Cuando las plantas de pimiento fueron
fertilizadas con un 40% de N respecto del control, se observé un descenso en la
actividad POD de los frutos en los dos estadios de maduracién estudiados: inmaduro
(verde) y maduro (amarillo). Este descenso fue mas marcado en pimientos amarillos
(72%) que en pimientos verdes (46%) (Tabla 4.5).

Cuando se compararon estos datos con los obtenidos en pimientos
procedentes de plantas fertilizadas con el 40% de N e inoculadas con rizobacterias, se
observ6 un descenso todavia mas marcado de la actividad POD respecto del control:
58% en el caso del pimiento verde y 96% en el caso del pimiento amarillo (Tabla 4.5).
Estos resultados presentan la misma tendencia que los descritos por Huang y col., en
2004 para la actividad de enzimas antioxidantes, que disminuian gradualmente con la
deficiencia de N, llevando a un mayor grado de peroxidacién lipidica en las
membranas. Como POD cataliza la oxidacién de una gran cantidad de compuestos en

presencia de H>O, (Pomar y col., 1997), puede que su marcado descenso en frutos de
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plantas inoculadas con rizobacterias esté asociado con la sintesis, por parte de la
bacteria, de compuestos reductores de radicales libres. Desgraciadamente, no existen
estudios previos a este sobre el efecto de rizobacterias en la actividad enzimatica del
fruto. Sin embargo, si es conocido que la actividad enzimatica del fruto depende del
cultivo y de las condiciones climaticas (Russo y Biles, 2003), lo que implica que la
actividad POD en fruto de pimiento puede tener una respuesta multifactorial
compleja que incluya el efecto del genotipo, condiciones ambientales, contenido en

agua de la planta, nivel de nutrientes y tipo de bacteria con la que se inocula.

Tabla 4.5. Efecto del tratamiento de fertilizacion de POD y compuestos fendlicos en pimiento
dulce (Capsicum annuum L.) cultivo Cierva, tipo de California en los estadios de
maduracion verde y amarillo.

Compuestos
Estadio de Actividad Peroxidasa
Fertilizacion fenolicos
maduracién (UE g1 FW)
(mg g1 FW)
Verde 100%N 68,9+1,7¢ 0,269+0,010v
40%N+ rizobacterias 28,6+1,42 0,266+0,012p
40%N 37,4+2,9p 0,236=0,0082
Amarillo 100%N 73,1+2,8¢ 0,303+0,0082
40%N+ rizobacterias 2,8+0,1a 0,406=0,014>
40%N 20,8 +1,7> 0,390+0,015°

Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas
letras no mostraron diferencias significativas p < 0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).

Tal y como se ha descrito en el capitulo anterior, los frutos de plantas de
pimiento cultivadas bajo elevado estrés biético (cultivo ecolégico) presentaron mayor
actividad POD que los obtenidos de plantas cultivadas en condiciones de bajo estrés
bidtico (cultivo tradicional). Por otra parte, también se sabe que las plantas
fertilizadas con bajo contenido en N regulan su crecimiento favoreciendo la

formacién de tejidos a expensas de tejido vegetativo (del Amor, 2006). Por lo tanto,
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bajo similares condiciones, estas plantas pueden tener menos infecciones, ya que
tienen menos tejidos jovenes que las fertilizadas con alto contenido en N. Este bajo
nivel de infeccién puede estar directamente relacionado con el bajo nivel de POD
observado en frutos de pimiento obtenido de plantas fertilizadas con 40% de N
(Tabla 4.5). También es importante destacar que la presencia de rizobacterias esta
directamente relacionada con un menor nivel de infeccién en muchos cultivos. Esta
afirmacién nos permite explicar el todavia menor nivel de POD encontrado en
pimientos procedentes de plantas fertilizadas con el 40% de N e inoculadas con
rizobacterias (Tabla 4.5).

Cuando estudiamos el efecto del nivel de fertilizacién con N y la inoculacién
con rizobacterias sobre los compuestos fendlicos del fruto de pimiento, observamos
diferente comportamiento dependiendo del estadio de maduracién del fruto. En el
caso de pimientos inmaduros verdes, la fertilizacién de la planta con un 40% de N
implic6 un descenso significativo en la concentraciéon de compuestos fendlicos,
respecto al control (Tabla 4.5). Sin embargo, en el caso de pimientos maduros
amarillos se observé un aumento de dichos compuestos. Si bien es importante
resaltar, que la presencia de rizobacterias inoculadas a plantas fertilizadas con un 40%
de N, aumenté el contenido en fenoles totales hasta igualarlos con el control en el
caso de pimientos inmaduros verdes, pero no tuvo efecto alguno en el caso de
pimientos maduros amarillos (Tabla 4.5). En la Tabla 4.5, también puede observarse
un aumento en la concentracion de compuestos fendlicos con la maduracion en los
dos casos de fertilizacién estudiados. Este efecto es similar al descrito en el capitulo
anterior para pimientos cultivados bajo sistema de produccién ecolégica y
tradicional, y al descrito por Deepa y col., 2007. Por otra parte Estiarte y col., en 1994
describieron un aumento de compuestos fendlicos en hoja de pimiento como
respuesta a la limitacién de N a la planta, al igual que ocurre en nuestro caso para
pimiento maduro amarillo.

Concluyendo, podriamos decir, que los parametros fisico-quimicos del fruto
de pimiento estudiados en este capitulo, no solo estan relacionados con la absorcién
de nutrientes por la planta, sino también con su metabolismo secundario. Por lo
tanto, la inoculacién de plantas con bacterias podria modificar el esquema de
asimilacion de nutrientes de la planta, el proceso de fructificacién y el desarrollo del

fruto, bajo condiciones de limitacién de N en el suelo.
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4.3. COMPARACION DE DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD EN PIMIENTO
SOMETIDO A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ESTRES SALINO: COMPUESTOS
FENOLICOS, VITAMINA C, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ACTIVIDAD POD.

4.3.1. Compuestos fenélicos

En general, los pardmetros fisico-quimicos del fruto, su sabor y sus
propiedades nutricionales, se ven afectados por la salinidad del agua de riego,
influyendo notablemente en la calidad final de los productos horticolas (Krauss y col.,
2006; Navarro y col., 2006; Tadesse y col., 1999a; Grattan y Grieve, 1992; Navarro y col.,
2002).

En el presente trabajo se estudio el efecto de la concentracién salina del agua
de riego de plantas de pimiento, en el contenido en diferentes parametros de calidad
de los frutos obtenidos. Ademds de estudiar el efecto de la concentracion salina,
también se estudio el efecto del tiempo que la planta estuvo sometida a dicho estrés
salino. Para ello, plantas de pimiento cultivadas en invernadero, en cultivo
hidropénico sobre fibra de coco, fueron regadas con soluciones salinas de diferente
concentracién: 0, 20 y 40 mM (tal y como se ha detallado en el Capitulo 3).

Dichos tratamientos se aplicaron a plantas de pimiento desde un tiempo
determinado después del transplante (DDT) (50, 100 y 150 dias) y hasta el final del
experimento (Tabla 3.3 del Capitulo 3), y se recogieron frutos maduros en tres fechas:
11/04/08,6/06/08 y 25/07/08.

Cuando se comparé el contenido de compuestos fendlicos en fruto de
pimiento sometido a diferentes concentraciones de estrés salino, se observd un
aumento de los compuestos fendlicos con la concentracion salina del agua de riego
aplicada 50 DDT (Figura 4.7).

Estos resultados son similares a los descritos en la bibliografia para pimiento

rojo (Navarro y col., 2006) y tomate (Krauss y col., 2006).
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Figura 4.7. Efecto de la salinidad del agua de riego sobre el contenido en compuestos
fendlicos de frutos de pimiento recolectados el dia 11/04/08 (Tabla 3.3).
(T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante 55 dias, (T4) 40 mM
de NaCl durante 55 dias.

Cuando las plantas de pimiento fueron regadas con una solucién de NaCl 20
mM, el contenido de compuestos fendlicos del fruto aumenté 2,5 veces respecto del
control (Figura 4.7), mientras que los frutos procedentes de plantas regadas con NaCl
40 mM, mostraron un aumento en la concentracién de compuestos fendlicos de 4,6
veces respecto del control.

Este aumento de compuestos fendlicos con la salinidad se observé
nuevamente cuando se aplicaron los mismos tratamientos 100 (Figura 4.8) y 150 DDT
(Figura 4.9).

Este aumento en la concentracién de compuestos fendlicos puede estar
relacionado con el estrés a que estd sometida la planta.

Cuando estudiamos el efecto del tiempo que la planta estd sometida al estrés
(Figura 4.9), pudimos observar como el contenido en compuestos fendlicos del fruto
disminuy6 conforme se retard6 la aplicacion del tratamiento a la planta (DDT), en los
dos tratamientos ensayados 20 mM (Figura 4.9, T2, T3 y T6) y 40 mM de NaCl
(Figura 4.9, T4, T5 y T7). Esto nos indicé que el tiempo que la planta esta sometida al
estrés salino determina la cantidad de fenoles que puede sintetizar, aproximandose

mas al control cuando més tarde se aplica el tratamiento.
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Figura 4.8. Efecto de la salinidad del agua de riego sobre el contenido en compuestos
fenélicos de frutos de pimiento recolectados el dia 6/06/08 (Tabla 3.3). (T1)
Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante 111 dias, (T4) 40 mM de
NaCl durante 111 dias, (T3) 20 mM de NaCl durante 61 dias y (T5) 40 mM de
NaCl durante 61 dias.
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Figura 4.9. Efecto de la salinidad del agua de riego sobre el contenido en compuestos
fendlicos de frutos de pimiento recolectados el dia 25/07/08 (Tabla 3.3). (T1)
Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante 160 dias, (T4) 40 mM de
NaCl durante 160 dias, (T3) 20 mM de NaCl durante 110 dias y (T5) 40 mM de
NaCl durante 110 dias, (T6) 20 mM de NaCl durante 60 dias y (T7) 40 mM de
NaCl durante 60 dias.
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Por otra parte, también se estudi6 el efecto de la concentracion salina del
agua de riego sobre la edad fisiolégica de la planta, y por lo tanto de la calidad del
fruto obtenido. Para ello, se aplicaron tres tratamientos, 0, 20 y 40 mM de NaCl 50
DDT y se mantuvieron hasta el final del ensayo, recogiendo frutos maduros en tres
fechas diferentes: 11/04/08, 6/06/08 y 25/07/08, (55, 111 y 160 dias de salinizacién).

Como se observa en la Figura 4.10, en el experimento control (0 mM de
NaCl), se aprecia como el contenido de compuestos fenélicos fue mayor en frutos
procedentes de plantas con una edad fisiol6gica mas avanzada (Figura 4.10.A). En el
caso de plantas regadas con una concentraciéon de NaCl 20 mM, el contenido en
compuestos fenoélicos del fruto aumenté minimamente con la edad fisiolégica de la
planta (Figura 4.10.B), y en el caso de plantas regadas con NaCl 40 mM el contenido
en compuestos fendlicos del fruto no varié con la edad fisiolégica de la planta (Figura
4.10.C).

Este efecto puede ser debido a que el estrés a que se ve sometida la planta
conforme aumenta la concentracién de NaCl, hace que se sintetice una mayor
cantidad de compuestos fendlicos desde el inicio del tratamiento, no viéndose un

aumento con la edad fisiol6gica de la planta, (Figura 4.10.C).
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Figura 4.10. Efecto del estado fisiologico de la planta sobre el contenido de
compuestos fendlicos del fruto (mg/100 g FW). (A) Control, 0 mM de
NaCl, (B) 20 mM de NaCl y (C) 40 mM de NaCl. Los valores de la tabla son la
media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no
mostraron diferencias significativas p < 0,05 para el atributo evaluado (Test
Tukey).
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4.3.2. Nivel de vitamina C

La principal forma de vitamina C observada en pimiento es el AA,
contribuyendo en un 95% al contenido total de vitamina C (Marin y col., 2004). Esta
vitamina estd involucrada en una gran cantidad de procesos biolégicos, muchos de
los cuales dependen de su actividad reductora o antioxidante.

Cuando se compar$ el contenido de vitamina C en fruto de pimiento
procedente de plantas sometidas a diferentes concentraciones de NaCl, se observé un
descenso de esta vitamina con la concentracién salina de agua de riego, aplicada 50
DDT (Figura 4.11). Cuando las plantas fueron regadas con una solucién de NaCl 20
mM, el contenido en vitamina C de los frutos de pimiento descendié un 36% respecto
del control (Figura 4.11). Esta misma reduccién también se observé cuando la
concentracion de NaCl del agua de riego fue 40 mM (Figura 4.11). Este resultado nos
indicé que una concentracién de NaCl 20 mM ya es suficiente para reducir al maximo

la capacidad de la planta para sintetizar vitamina C en ese estado fisiolégico.
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Figura 4.11. Contenido en vitamina C (mg/100 g FW) en pimiento recolectado el dia
11/04/08 procedente de plantas sometidas a diferentes concentraciones de
NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante
55 dias, (T4) 40 mM de NaCl durante 55 dias.

Esta misma tendencia se observé cuando los tratamientos se aplicaron 100
(Figura 4.12) y 150 DDT (Figura 4.13).



RESULTADOS Y DISCUSION 117

100

80

60

40

Vitamina C (mg/100 g FW)

20

T1 T2 T4 T3 T5
Control 50 DDT 100 DDT

Figura 4.12. Contenido en vitamina C (mg/100 g FW) en pimiento recolectado el dia
6/06/08 procedente de plantas sometidas a diferentes concentraciones de
NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante
111 dias, (T4) 40 mM de NaCl durante 111 dias, (T3) 20 mM de NaCl durante
61 dias y (T5) 40 mM de NaCl durante 61 dias.
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Figura 4.13. Contenido en vitamina C (mg/100 g FW) en pimiento recolectado el dia
25/07108 procedente de plantas sometidas a diferentes concentraciones de
NaCl NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl
durante 160 dias, (T4) 40 mM de NaCl durante 160 dias, (T3) 20 mM de NaCl
durante 110 dias y (T5) 40 mM de NaCl durante 110 dias, (T6) 20 mM de
NaCl durante 60 dias y (T7) 40 mM de NaCl durante 60 dias.
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Cuando observamos los DDT a los cuales se aplicé cada tratamiento (y se
mantuvo hasta el final del estudio) (Figura 4.13), pudimos observar como el
contenido en vitamina C no presenté diferencias significativas conforme se retardé la
aplicacion del tratamiento a la planta, tanto a 20 como a 40 mM de NaCl. Esto nos
indicé que en un corto periodo de tiempo de exposicién al tratamiento, el contenido
de vitamina C del fruto disminuye drasticamente, no teniendo efecto un mayor

periodo de tratamiento (50 DDT) (Figura 4.13).

Estos resultados son similares a los descritos en la bibliografia para pimiento
rojo por Navarro y col. (2006). Por el contrario, en el caso del tomate cherry se ha
descrito que un incremento en la concentracion salina de la solucién de riego produce

un aumento del contenido en vitaminas C y E (Serio y col., 2004).

Por otra parte, también se estudid el efecto de la concentracion salina del
agua de riego sobre la edad fisioldgica de la planta, para ello, se aplicaron tres
tratamientos, 0, 20 y 40 mM de NaCl 50 DDT y se mantuvieron hasta el final del
ensayo, recogiendo frutos maduros en tres fechas diferentes: 11/04/08, 6/06/08 y
25/07/08, (55, 111 y 160 dias de salinizacién).

Como se observa en la Figura 4.14, en el experimento control (0 mM de
NaCl), se aprecia como el contenido de vitamina C de los frutos es menor en plantas
de edad fisiol6gica més avanzada (Figura 4.14.A), llegando a una reduccién del 85%
en el estado fisiol6gico mas avanzado. Sin embargo, en el caso de plantas regadas con
una concentracion de NaCl 20 o 40 mM, el contenido de vitamina C del fruto también
descendi6é bruscamente, llegando a presentar un 82 y 86% menos de vitamina C que
el control (Figura 4.14.B y 4.14.C).
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Figura 4.14. Efecto del estado fisiologico de la planta sobre el contenido de vitamina
C del fruto (mg/100 g FW). (A) Control, 0 mM de NaCl, (B) 20 mM de NaCl y
(C) 40 mM de NaCl. Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los
datos que aparecen con las mismas letras no mostraron diferencias significativas
p < 0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).
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4.3.3. Capacidad antioxidante

La escasez de agua de buena calidad en zonas donde se cultiva pimiento hace
necesaria la utilizaciéon de aguas salinas para riego. Se ha observado que las plantas
de pimiento sometidas a estrés hiperosmoético activan una respuesta fisioldgica
antioxidante (Smirnoff, 1995).

En el presente trabajo se estudi6 la relacién entre el efecto de la concentracién
salina del agua de riego de plantas de pimiento con la capacidad antioxidante del
fruto.

Cuando se comparé la actividad antioxidante de fruto de pimiento
procedente de plantas sometidas a diferentes concentraciones de estrés salino, se
observé un aumento en dicha capacidad cuando la concentracién salina del agua de
riego fue 20 mM (T2) aplicada 50 DDT, con un aumento del 33% respecto del control
(Figura 4.15).

Son muy pocas las investigaciones realizadas con el fin de evaluar la
influencia del estrés salino sobre la actividad antioxidantes de frutas. Sin embargo,
nuestros resultados son similares a los descritos en la bibliografia para tomate
(D”Amico y col., 2003; De Pascale y col., 2001) y fresa (Keutgen y Pawelzik, 2007). Este
aumento puede estar relacionado con la sintesis de carotenoides, licopeno y acido

ascorbico.
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Figura 4.15. Actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento recolectado el
dia 11/04/08 procedente de plantas sometidas a diferentes
concentraciones de NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20
mM de NaCl durante 55 dias, (T4) 40 mM de NaCl durante 55 dias.
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Cuando observamos los DDT a los cuales se aplicé cada tratamiento (y se
mantuvo hasta el final del estudio), 100 DDT (Figura 4.16) y 150 DDT (Figura 4.17),
pudimos ver como la actividad antioxidante del fruto disminuyé conforme se retardé
la aplicacién del tratamiento a la planta, en los dos tratamientos ensayados 20 y 40
mM de NaCl. Esto nos muestra que el tiempo de exposiciéon de la planta con la
solucién salina, es determinante en los compuestos que producen actividad

antioxidante.

2,0 1

16

12

08

pmoles Trolox / g FW

0,0
T1 T2 T4 T3 T5

Control 50 DDT 100 DDT

Figura 4.16. Actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento recolectado el
dia 6/06/08 procedente de plantas sometidas a diferentes concentraciones
de NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl
durante 111 dias, (T4) 40 mM de NaCl durante 111 dias, (T3) 20 mM de NaCl
durante 61 dias y (T5) 40 mM de NaCl durante 61 dias.
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Figura 4.17. Actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento recolectado el
dia  25/07/08 procedente de plantas sometidas a diferentes
concentraciones de NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control, 0 mM de NaCl, (T2) 20
mM de NaCl durante 160 dias, (T4) 40 mM de NaCl durante 160 dias, (T3) 20
mM de NaCl durante 110 dias y (T5) 40 mM de NaCl durante 110 dias, (T6)
20 mM de NaCl durante 60 dias y (T7) 40 mM de NaCl durante 60 dias.

Por otra parte, también se estudié el efecto de la concentracién salina del
agua de riego sobre la edad fisioldgica de la planta, para ello, se aplicaron tres
tratamientos, 0, 20 y 40 mM de NaCl 50 DDT y se mantuvieron hasta el final del
ensayo, recogiendo frutos maduros en tres fechas diferentes: 11/04/08, 6/06/08 y
25/07/08, (55, 111 y 160 dias de salinizacién).

Como se observa en la Figura 4.18, en el experimento control (0 mM de
NaCl), no se apreciaron modificaciones en la actividad antioxidante de los frutos
conforme aumento la edad fisioldgica de la planta (Figura 4.18A). Sin embargo, en el
caso de plantas regadas con una concentracién de NaCl 20 6 40 mM, se observé un
descenso en la actividad antioxidante de los frutos, llegando a una reduccién del 17%
para frutos procedentes de plantas regadas con NaCl 20 mM durante 160 dias y 15%
para frutos procedentes de plantas regadas con NaCl 40 mM durante el mismo

periodo de tiempo (Figura 4.18B y 4.18C).
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Figura 4.18. Efecto del estado fisiologico de la planta sobre la actividad antioxidante
(umoles Trolox/g FW) de pimiento. (A) Control, 0 mM de NaCl, (B) 20 mM de
NaCl y (C) 40 mM de NaCl. Los valores de la tabla son la media de 3
repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no mostraron
diferencias significativas p < 0,05 para el atributo evaluado (Test Tukey).
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Para concluir, decir que mientras que se observé un descenso muy drastico
en el contenido en vitamina C de los frutos con la edad fisiolégica de la planta, con
independencia del tratamiento aplicado, se vio un ligero aumento en el contenido en
compuestos fendlicos, lo que podria explicar que el descenso de la actividad
antioxidante no sea muy acusado, ya que esta actividad viene dada por la suma, entre

otros, de vitamina C y compuestos fendlicos.

4.3.4. Actividad POD

POD es una enzima oxidativa relacionada con muchas alteraciones celulares.
Se sabe que cataliza el entrecruzamiento entre residuos de tirosina de las extensivas
paredes celulares y el acido fertlico que forma parte de las pectinas (Fry, 1986).
Ademas, se ha establecido una clara correlacién entre la sintesis de lignina y suberina
(Lagrimini y col., 1993). Por otra parte, también se ha descrito un aumento de POD en
pepino con la maduracién, sobre todo en la piel del fruto (Repka y Ficherova, 1996).
Todos estos estudios apuntan hacia la implicacién de POD en los cambios que sufren
las paredes celulares para la adaptacion de las células al estrés.

En este trabajo se estudi6 el efecto de la concentracion salina del agua de
riego y del tiempo de aplicacién del tratamiento sobre la actividad POD en fruto de
pimiento.

Cuando las plantas de pimiento fueron regadas con una solucién de NaCl 20
mM, aplicada 50 DDT, el contenido de POD en fruto de pimiento aumenté 3 veces
respecto del control, al igual que ocurrié en frutos procedentes de plantas regadas
con NaCl 40 mM (Figura 4.19).

Estos resultados son similares a los descritos para vinal (Prosopis ruscifolia G.),
donde el estrés salino duplico la actividad POD con respecto al testigo (Meloni y col.,
2008). También se ha demostrado que las raices de los cultivos hidropénicos de
tomate (Lycopersicon esculentum cv. Pera) muestran un aumento de la actividad POD
diez dias después de iniciar el tratamiento de estrés salino (Quiroga v col., 2000). De
igual forma se ha descrito en la literatura un aumento de actividad POD en melén

(Cucumis Melo L.) cuando se someti6 a estrés salino (Rodriguez-Lopez y col., 2000)
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Figura 4.19. UE/g de pimiento recolectado el dia 11/04/06 y procedente de plantas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control,
0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante 55 dias, (T4) 40 mM de NaCl
durante 55 dias. El medio de reaccion a 25 °C contenia en tampon citrato 50 mM
de pH 4,5, 25 uL de extracto de POD, 1 mM de ABTS, 6 mM de H,O,y 0,2 mM
de Tropolona.

El efecto observado en fruto de pimiento procedente de plantas tratadas con
NaCl a partir de los 50 DDT se repitié cuando se aplicaron los mismos tratamientos
100 (Figura 4.20) y 150 DDT (Figura 4.21).

Cuando nos fijamos en el tiempo que la planta estuvo sometida al estrés
salino (Figura 4.21), pudimos observar claramente como la actividad POD disminuy6
conforme se retrasé en el tiempo la aplicaciéon del tratamiento a la planta
aproximandose al control a los 150 DDT. Esto es debido al menor tiempo que la

planta estuvo sometida al estrés.
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Figura 4.20. UE/g de pimiento recolectado el dia 6/06/08 y procedente de plantas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control,
0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante 111 dias, (T4) 40 mM de NaCl
durante 111 dias, (T3) 20 mM de NaCl durante 61 dias y (T5) 40 mM de NaCl
durante 61 dias. El medio de reaccion a 25 °C contenia en tampon citrato 50
mM a pH 4,5, 25 uL de extracto de POD, 1 mM de ABTS, 6 mM de H:O»y 0,2
mM de Tronnlona
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Figura 4.21. UE/g de pimiento recolectado el dia 25/07/08 y procedente de plantas
sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (Tabla 3.3). (T1) Control,
0 mM de NaCl, (T2) 20 mM de NaCl durante 160 dias, (T4) 40 mM de NaCl
durante 160 dias, (T3) 20 mM de NaCl durante 110 dias y (T5) 40 mM de
NaCl durante 110 dias, (T6) 20 mM de NaCl durante 60 dias y (T7) 40 mM de
NaCl durante 60 dias. El medio de reaccién a 25 °C contenia en tampon citrato
50 mM a pH 4,5, 25 uL de extracto de POD, 1 mM de ABTS, 6 mM de H,O,y
0,2 mM de Tropolona.
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4.4. EFECTO DE LAS CDS EN DIFERENTES PARAMETROS DE CALIDAD DE PIMIENTO
CONSERVADO EN V GAMA: COMPUESTOS FENOLICOS, VITAMINA C, CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE Y COLOR.

En Estados Unidos, al igual que en Europa, el consumo de comida preparada
se ha duplicado a lo largo de los ultimos diez afios, debido fundamentalmente a la
evolucién en los hdbitos alimentarios, como consecuencia del impacto de los nuevos
estilos de vida que han condicionado la organizacién familiar. La cocina répida se
impone como modo de consumo, empleando un tiempo medio de 20 min en la
elaboracién de la misma, frente a las 2 horas de generaciones anteriores. Por otro
lado, se utilizan con més asiduidad los servicios de comida para llevar. Atn asi, hay
que tener en cuenta que el consumidor espera mucho maés de estos alimentos, no s6lo
propiedades nutricionales sino beneficios para la salud (Karantonis y col., 2006). Aqui,
juega un papel fundamental la industria alimentaria, que debe conjugar las
demandas y preferencias de los consumidores y ademads, conseguir que el sabor
industrial se acerque al sabor de la cocina casera, demandas que satisfacen los

alimentos de V gama.

4.4.1. Compuestos fenélicos

Un gran numero de compuestos fendlicos son responsables de las
propiedades organolépticas de los alimentos de origen vegetal y por tanto, de la
calidad de algunos alimentos (Tomaés-Barberdan y Espin, 2001). Estos compuestos
fendlicos son facilmente oxidados por la luz, el calor y la presencia de oxigeno, dando
lugar a variaciones en las propiedades organolépticas de los alimentos. La adicién de
CDs a estos alimentos puede suponer la complejacién de parte de los compuestos
fendlicos que poseen y por tanto su estabilizacion.

Las CDs son oligosacaridos ciclicos naturales, derivados del almidén,
formados por 6, 7 u 8 unidades de o-D-glucopiranosas unidas por enlaces a-(1-4)
(Saenger, 1980), denominadas a-, B-, y y-CDs, respectivamente. Estas moléculas tienen
una forma troncocénica con una superficie externa hidrofilica, por lo que son solubles

en agua, y cuya cavidad interna es hidrofébica, (Szejtli, 1985), lo que las convierte en



128 ANA SERRANO MARTINEZ

agentes capaces de complejar una amplia variedad de moléculas con distinto grado

de hidrofobicidad, dando lugar a complejos de inclusién (Figura 4.22).

Figura 4.22. Estructura de -CDs.

En el presente trabajo se estudié el efecto de la adiciéon de B-CDs al liquido de
gobierno de pimiento de V gama, en diferentes parametros de calidad tras el
almacenamiento a distintas temperaturas. Para ello, se elaboraron barquetas de
pimiento asado en tiras con y sin la adicién del 1% de B-CDs en el liquido de
gobierno, se almacenaron a 4, 25 y 50 °C durante 5 meses y se analizaron cada mes, tal
y como se describe en el Capitulo 3.

Cuando se estudi6 la evolucion del contenido en compuestos fendlicos con el
tiempo de almacenamiento de las barquetas de pimiento almacenadas a 4 °C, no se
observaron diferencias significativas en las muestras analizadas durante 5 meses.
Estos resultados fueron similares en presencia y ausencia de -CDs (Figura 4.23).

Nuestros resultados podrian estar en consonancia con los obtenidos para
pimiento donde también se mantuvo constante el contenido en compuestos fenélicos

a bajas temperaturas (Avalos Llano y col., 2007).
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Figura 4.23. Contenido en compuestos fendlicos (mg fenoles/100 g FW) en pimiento de
V gama en ausencia y presencia del 1% de p-CDs almacenados durante 5
meses a 4 °C. (Barras verdes, en ausencia de f-CDs y barras violetas, en
presencia de 3-CDs).

En el caso de las barquetas almacenadas a 25 °C (Figura 4.24), se pudo
apreciar una disminucién en el contenido de compuestos fendlicos, con el tiempo de
almacenamiento, tanto en presencia como ausencia de B-CDs. Es importante resaltar
que en presencia de B-CDs, esta disminucién fue menor que en su ausencia (Figura

4.24).
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Figura 4.24. Contenido en compuestos fenédlicos (mg fenoles/100 g FW) en pimiento de
V gama en ausencia y presencia del 1% de p-CDs almacenados durante 5
meses a 25 °C. (Barras verdes, en ausencia de [-CDs y barras violetas, en
presencia de #-CDs).
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La disminucién en el contenido de compuestos fendlicos de las barquetas
almacenadas a 25 °C durante 5 meses llegé a ser del 55% sin B-CDs y 45% con B-CDs.
Nuestros resultados podrian estar en consonancia con los obtenidos para pimiento
donde también se mantuvo constante el contenido en compuestos fendlicos a bajas
temperaturas (Avalos Llano y col., 2007).

El efecto observado a 25 °C, fue mucho mas acusado con el almacenamiento a
50 °C, tal y como cabia esperar (Figura 4.25). En este caso, en el primer mes de
almacenamiento, el contenido en compuestos fenélicos descendié un 33% en ausencia
de B-CDs, mientras que en su presencia, la disminucion fue solamente del 13%
(Figura 4.25). A partir del 2° mes, la concentracién de fenoles siguié bajando tanto en
presencia como en ausencia de B-CDs, pero con diferente velocidad.

En ausencia de CDs, pasados 5 meses la concentracién de compuestos
fendlicos habia descendido un 70%, mientras que en presencia del 1% de p—CDs la

disminucién fue del 60%.
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Figura 4.25. Contenido en compuestos fendlicos (mg fenoles/100 g FW) en pimiento de
V gama en ausencia y presencia del 1% de f-CDs almacenados durante 5
meses a 50 °C. (Barras verdes, en ausencia de [-CDs y barras violetas, en
presencia de #-CDs).

Estos resultados indicaban claramente un efecto protector de las f-CDs sobre
los compuestos fenélicos de pimiento, debido a su complejacién en la cavidad

hidrofébica de los aztcares ciclicos (Figura 4.26). Esta complejacién protegia a dichos
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compuestos de su oxidacién frente a diferentes factores como pueda ser luz o

temperatura.
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Figura 4.26. Evolucion del contenido en compuestos fendlicos (mg fenoles/100 g FW) en
pimiento de V gama almacenado a diferentes temperaturas en presencia y

ausencia del 1% de B-CDs. ((0) 4 °C en presencia de f-CDs, (m) 4 °C en
ausencia de -CDs, (0) 25 °C en presencia de -CDs, (®) 25 °C en ausencia de -
CDs, (A) 50 °C en presencia de F-CDs y (A ) 50 °C en ausencia de -CDs).

4.4.2. Nivel de vitamina C

Cuando estudiamos el efecto de la adicién de B-CDs al liquido de gobierno,
en la evolucién de la vitamina C durante los 5 meses de almacenamiento de las
barquetas a 4 °C, observamos una ligera tendencia a la baja de la vitamina con el
tiempo, si bien fue practicamente inapreciable tanto en presencia como en ausencia
de B-CDs (Figura 4.27).

En el caso de las barquetas almacenadas a 25 °C, se observé un importante
deterioro de la vitamina C con el tiempo (Figura 4.28). Tal y como se observa en la
Figura 4.28, en ausencia de CDs, el deterioro de la vitamina C durante los 5 meses de
almacenamiento fue del 75%, mientras que en presencia de CDs, esta disminucién fue
del 62%. Este resultado puso de manifiesto el efecto protector de las CDs a dicha

temperatura.
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Figura 4.27. Contenido en vitamina C (mg/100 ¢ FW) en pimiento de V gama en
ausencia y presencia del 1% de [-CDs almacenados durante 5 meses a 4

°C. (Barras verdes, en ausencia de [-CDs y barras violetas, en presencia de [
CD:s).
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Figura 4.28. Contenido en vitamina C (mg/100 ¢ FW) en pimiento de V gama en
ausencia y presencia del 1% de f-CDs almacenados durante 5 meses a 25

°C. (Barras verdes, en ausencia de -CDs y barras violetas, en presencia de [
CDs).
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Figura 4.29. Contenido en vitamina C (mg/100 ¢ FW) en pimiento de V gama en
ausencia y presencia del 1% de f-CDs almacenados durante 5 meses a 50

°C. (Barras verdes, en ausencia de f-CDs y barras violetas, en presencia de [
CD:s).

Cuando estudiamos la evolucién de la vitamina C con el tiempo de
almacenamiento a 50 °C, se observ6 un descenso brusco de la vitamina en el primer
mes (Figura 4.29). Durante este tiempo, se perdi6 el 80% de vitamina C en ausencia
de CDs, mientras que sélo se perdié un 70% de la vitamina en presencia del 1% de f-
CDs, poniéndose de manifiesto el efecto protector de las CDs. Pasados 2 meses de
almacenamiento, el contenido en vitamina C de las barquetas fue aproximadamente
del 10% tanto en presencia como en ausencia de CDs, indicando que las condiciones
eran tan adversas, que el efecto protector de las CDs ya no era apreciable (Figura
4.29).

En la Figura 4.30, queda resumido el efecto de las CDs sobre la proteccion de
la vitamina C en las barquetas de pimiento de V gama a diferentes temperaturas.

Este efecto protector de la vitamina C por parte de las B-CDs ha sido
previamente descrito por Nufiez-Delicado y col. (1997) en donde se las describe como
antioxidantes secundarios. Las B-CDs son capaces de complejar a los compuestos
fendlicos del pimiento, (tal y como se ha descrito anteriormente), protegiéndolos de
su oxidacién y evitando, por tanto, que sus productos de degradacién ataquen a la

vitamina C, degradandola.
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Figura 4.30. Evolucion del contenido en vitamina C (mg/100 g FW) en pimiento de V
gama almacenado a diferentes temperaturas en presencia y ausencia del

1% de B-CDs. ((3) 4 °C en presencia de f-CDs, () 4 °C en ausencia de f-CDs,
(0) 25 °C en presencia de #-CDs, (®) 25 °C en ausencia de f~CDs, (A ) 50 °C en
presencia de f-CDs y (A ) 50 °C en ausencia de #-CDs).

4.4.3. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de un alimento es un parametro interesante para
valorar la calidad dietética del producto en cuestiéon (Arnao y col., 1998).

La capacidad antioxidante de frutas y verduras proviene de compuestos
como las vitaminas C y E, B-caroteno y polifenoles de plantas (flavonoles, flavanoles,
antocianidinas y fenilpropanoides) (Rive-Evans y col., 1996).

El procesado térmico de frutas y verduras a altas temperaturas, si bien
elimina la posibilidad de dafio microbiolégico y reduce la actividad enzimatica, afecta
a la calidad del producto y a su capacidad antioxidante. En general, frutas y verduras
tienen elevados valores de acido ascorbico y otros acidos organicos, lo que provoca la
degradacion de azicares, aminodcidos y fenoles durante el procesado y el
almacenamiento (Lee y col., 1988).

Cuando estudiamos la evolucion de la actividad antioxidante de las
barquetas de pimiento almacenadas a 4 °C, observamos que apenas variaba con el
tiempo de almacenamiento (Figura 4.31), tanto en presencia como ausencia de $-CDs.
Este resultado es similar al descrito en el caso de los compuestos fendlicos (apartado
4.4.1) y de vitamina C (apartado 4.4.2).
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Figura 4.31. Actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento de V gama en
ausencia y presencia del 1% de f-CDs almacenados durante 5 meses a 4

°C. (Barras verdes, en ausencia de f-CDs y barras violetas, en presencia de -
CDs).

En el caso de las barquetas almacenadas a 25 °C, se observé un descenso de la
actividad antioxidante con el tiempo, tanto en presencia como ausencia de 0-CDs

(Figura 4.32), si bien ese descenso fue mayor en ausencia de B-CDs.
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Figura 4.32. Actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento de V gama en
ausencia y presencia del 1% de f-CDs almacenados durante 5 meses a 25

°C. (Barras verdes, en ausencia de }-CDs y barras violetas, en presencia de [
CDs).
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Pasados 5 meses de almacenamiento, en ausencia de CDs el descenso de la
actividad antioxidante fue del 45%, mientras que en presencia del 1% de B-CDs ese
descenso fue del 36%.

Con el almacenamiento a 50 °C (Figura 4.33), la actividad antioxidante de las
barquetas descendié méas bruscamente desde el primer mes de almacenamiento,
llegando a los 5 meses a tener un 27% respecto del control en ausencia de 3-CDs, y un
41% en su presencia.

Estos resultados nos mostraron nuevamente el efecto protector de las 0-CDs

sobre los compuestos responsables de la actividad antioxidante del pimiento.
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Figura 4.33. Actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento de V gama en
ausencia y presencia del 1% de p-CDs almacenados durante 5 meses a 50

°C. (Barras verdes, en ausencia de -CDs y barras violetas, en presencia de [
CDs).

Tal y como se observa en la Figura 4.34, la presencia del 1% de f-CDs en el
liquido de gobierno, protege a los compuestos responsables de la actividad
antioxidante del pimiento. Este efecto protector de las CDs actuando como
antioxidantes secundarios (Ntfiez-Delicado y col., 2005) se pone mas de manifiesto

cuando aumenta la temperatura de almacenamiento (Figura 4.34).
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Figura 4.34. Evolucion de la actividad antioxidante (umoles Trolox/g FW) de pimiento
de V gama almacenado a diferentes temperaturas en presencia y ausencia

del 1% de -CDs. ((0) 4 °C en presencia de f-CDs, (M) 4 °C en ausencia de -
CDs, (0) 25 °C en presencia de f-CDs, (®) 25 °C en ausencia de -CDs, (A ) 50
°C en presencia de f-CDs y (A ) 50 °C en ausencia de f-CDs).

4.4.4. Parametros de color

Por ultimo estudiamos el efecto de la adicién del 1% de B-CDs al liquido de
gobierno de pimiento de V gama, sobre la evolucion del color durante el tiempo de
almacenamiento a diferentes temperaturas. Para ello, estudiamos la evolucién de los
diferentes pardmetros de color CIELab (L*, a* y b*).

Cuando estudiamos la evolucién del pardmetro L* (luminosidad: 100 blanco,
0 negro) de las barquetas almacenadas a 4 °C, durante 5 meses, no se observé ninguna
variacion tanto en presencia como en ausencia de -CDs (Tabla 4.6).

Respecto a la evolucién del pardmetro a* (-a verde, +a rojo), con el tiempo de
almacenamiento a 4 °C, éste siguié un patrén similar al descrito para L*, es decir, no
varié durante los 5 meses de almacenamiento tanto en presencia como en ausencia de
B-CDs. De igual forma, el pardmetro b*, tampoco varié con el tiempo, cuando las
barquetas se almacenaron a 4 °C, en presencia y ausencia de 3-CDs (Tabla 4.6).

El croma (C*) y el angulo HUE, parametros que se calculan a partir de los

valores de a* y b* tuvieron un comportamiento idéntico al descrito para dichos
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pardmetros, es decir, las barquetas almacenadas a 4 °C durante 5 meses no mostraron

cambios de color tanto en presencia como en ausencia de B-CDs (Tabla 4.6).

Cuando las barquetas se almacenaron a 25 °C, durante 5 meses, el parametro
L* sufri6 un ligero descenso en ausencia de f-CDs, es decir, se oscurecié la muestra

mientras que permanecié practicamente constante en presencia de -CDs (Tabla 4.7).

Respecto al pardmetro a*, durante los 5 meses de almacenamiento, se observé
un ligero descenso en ausencia de CDs, que estuvo practicamente ausente en

presencia 3-CDs (Tabla 4.7).

El parametro b*, varié ligeramente con el tiempo, cuando las barquetas se
almacenaron a 25 °C, y en la misma medida en presencia y ausencia de B-CDs (Tabla

4.7).

Sin embargo, el estudiar el C* de las barquetas almacenadas a 25 °C se
pudieron observar valores mas altos a los 5 meses de almacenamiento en presencia de
B-CDs (60,37 + 0,8) que en su ausencia (58,75 + 1), por lo que se puede concluir que
las barquetas almacenadas a 25 °C en presencia de B-CDs presentan una mayor
intensidad de color rojizo que las barquetas almacenadas a 25 °C en ausencia de -
CDs (Tabla 4.7).
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Tabla 4.6. Evolucion del color de pimiento de V gama con el tiempo de almacenamiento a 4 °C, en presencia y ausencia de 1% de f-CDs.

Tiempo de almacenamiento (meses) a 4 °C

Parametros
CIELab
L* sin CDs 31,16+1,8 30,12+0,7 30,14+1,0 30,53+1,1 30,88+1,3 29,62+1,2
L* con CDs 31,16+1,8 30,12+1,1 30,97+0,9 30,4307 31,05+1,2 29,30+2,3
a* sin CDs 47,21+1,1 47,40+1,3 46,58+1,0 46,84+1,2 47,89+1,1 46,90+0,7
2* con CDs 472111 47,4012 47,64+0,7 46,75+1,0 46,39+0,9 47,30+1,3
b* sin CDs 47,15+1,0 46,87+0,9 45,15+1,0 45,73+1,1 47,9212 45,50+0,8
b* con CDs 47,15+1,0 46,87+1,1 47,75+0,7 45,77+1,2 47,29+1,3 45,28+0,9
C* sin CDs 66,72+0,7 66,66+0,7 64,87+0,9 65,46+1,0 67,75+1,1 65,34+1,2
C* con CDs 66,72+0,7 66,66+0,9 67,45+1,2 65,42+1,1 66,25+1,3 65,48+1,0
Angulo HUE sin CDs 44,96+1,3 44,67+0,7 44,10+0,9 44,31+1,0 45,01+1,1 44,13+1,2

Angulo HUE con CDs 44,96+1,3 44,67+1,0 45,06+1,1 44,39+1,2 45,55+0,9 43,75+1,3
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Tabla 4.7. Evolucién del color de pimiento de V gama con el tiempo de almacenamiento a 25 °C, en presencia y ausencia de 1% de f-CDs.

Tiempo de almacenamiento (meses) a 25 °C

Parametros
CIELab
L* sin CDs 31,1621,0 30,47+0,7 29,78+1,1 28,001,0 27,00+1,2 27,00+1,3
L* con CDs 31,16+1,0 29,97+1,1 29,89+0,8 29,76+0,9 29,47+1,3 29,28+0,7
a* sin CDs 47,21+1,3 46,95+1,3 46,17+1,2 42,000,7 41,00+1,0 40,59+1,1
2* con CDs 47,21%1,3 47,68+0,8 46,18+0,7 44,93+1,1 44,16+0,9 43,00+1,2
b* sin CDs 45,80+0,9 47,05+0,7 44,46+0,9 44,57+1,3 43,24+1,1 42,48+1,0
b* con CDs 45,80+0,9 47,47+1,1 45,51+1,3 44,19+0,7 44,92+1,0 42,38+0,8
C* sin CDs 65,84+0,7 66,46+1,2 64,09+1,1 61,24+1,3 59,59+0,8 58,75+1,0
C* con CDs 65,84+0,7 67,28+0,9 64,83+1,3 63,01+1,0 62,99+1,1 60,37+0,8
Angulo HUE sin CDs 44,18+1,2 45,06+1,2 439111 46,70+0,9 46,52+1,0 46,30+0,7

Angulo HUE con CDs 44,18+1,2 44,87+0,9 44,58+0,7 4452+1,1 45,48+13 44,58+1,0
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Cuando las barquetas se almacenaron a 50 °C, el pardmetro de luminosidad
L* sufri6 un fuerte descenso durante los 5 meses de almacenamiento, (de 31,65 +0,9 a
16 + 1,3) indicando un importante oscurecimiento de las barquetas en ausencia de f-
CDs (Tabla 4.8). En presencia de B-CDs, este descenso de L* fue mucho menor, (de
31,165 + 0,9 a 21 + 1,2) indicando un menor oscurecimiento de la muestra (Tabla 4.8).

En el caso del parametro a* cuando se almacenaron las barquetas a 50 °C, se
observé un importante descenso en ausencia de B-CDs, siendo éste menos acusado en
presencia de B-CDs (Tabla 4.8).

Este descenso de a* indica un pardeamiento de las barquetas con el tiempo de
almacenamiento, siendo éste mucho mdas acusado en ausencia de B-CDs y a
temperaturas elevadas.

Por otra parte, también estudiamos la evolucién del pardmetro de color b* (-b
azul, +b amarillo), aunque su evolucién es mucho menos significativa en la
coloracién del pimiento. El patrén que siguié su evolucion fue similar a los descritos
para L* y a*, no mostrando variacién a 4 °C, tanto en ausencia como presencia de f-
CDs (Tabla 4.6).

Tan solo se observé variaciéon en el parametro de color b* cuando las
barquetas se almacenaron a 50 °C, siendo més acusada la caida en ausencia de B-CDs
que en su presencia (Tabla 4.8). Este descenso en b*, nos indicé un pardeamiento de
las barquetas, ya que los valores se aproximaron al centro de la esfera de color.

Cuando calculamos el C* de las barquetas almacenadas a 50 °C se observé un
descenso mucho mayor del C* en ausencia de B-CDs (de 66,72 + 1,2 a 29,48 + (,7) que
en su presencia (de 66,72 + 1,2 a 36,79 + 1), indicando un mayor acercamiento del C*
al centro de la esfera de color en ausencia de B-CDs, o lo que es lo mismo, un mayor
pardeamiento de la muestra.

Para tener una idea general de la evolucién del color de las barquetas,
calculamos el valor de AE en todos los casos. Este parametro de color integra en un
solo valor tanto los pardmetros de cromaticidad a* y b* como el parametro de
luminosidad L*.

Como se observa en la Figura 4.35, el valor de AE evolucioné ligeramente
cuando las barquetas se almacenaron a 25 °C, permaneciéndo practicamente

inalterado en presencia de B-CDs.
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Tabla 4.8. Evolucion del color de pimiento de V gama con el tiempo de almacenamiento a 50 °C, en presencia y ausencia de 1% de f-CDs.

Tiempo de almacenamiento (meses) a 50 °C

Parametros
CIELab
L* sin CDs 31,65+0,9 28,73+1,2 24,61+0,7 20,97+1,1 18,00+1,0 16,00+1,3
L* con CDs 31,65+0,9 30,57+1,1 27,50+1,3 26,000,8 22,00+0,7 21,00+1,2
a* sin CDs 46,48+0,7 43,82+1,2 34,06:0,9 28,28+1,1 26,3207 18,82+1,3
a* con CDs 46,48+0,7 45,62+0,9 36,43+1,3 33,38+1,2 309111 25,00+1,0
b* sin CDs 47,2121,0 42,27+1,0 35,22+0,9 29,16+0,7 27,97+1,3 22,70+1,1
b* con CDs 47,21+1,0 47,30+0,9 35,81+1,2 34,82+1,0 30,61+1,1 27,0+1,3
C* sin CDs 66,72+1,2 60,88+1,1 48,99+0,7 40,62+0,9 38,41+1,3 29,48+0,7
C* con CDs 66,72+1,2 65,71£0,9 51,08+1,3 48,23+1,1 43,5112 36,79+1,0
Angulo HUE sin CDs 44,9620,9 43,96+0,7 45,95+0,9 45,87+1,2 46,74+1,1 50,3320,7

Angulo HUE con CDs 44,96+0,9 46,03+1,3 44,50+0,7 46,20+1,1 44,72+0,7 47,20+1,2




RESULTADOS Y DISCUSION 143

Tiempo (meses)

Figura 4.35. Evolucion del AE en pimiento de V gama almacenado a diferentes
temperaturas en presencia y ausencia del 1% de B-CDs. ((0) 25 °C en
presencia de f-CDs, (®) 25 °C en ausencia de f-CDs, (0) 50 °C en presencia de
S-CDs y (m) 50 °C en ausencia de 3-CDs).

Sin embargo, cuando las barquetas se almacenaron a 50 °C, el valor de AE
descendié tanto en presencia como ausencia de B-CDs, indicando un oscurecimiento
de la muestra en ambos casos.

Es importante destacar que en presencia de f-CDs, esta evolucién del color
fue menor que en su ausencia, es decir, la presencia de B-CDs ralentiz6 el
oscurecimiento de las barquetas (Figura 4.35).

Este efecto protector del color de las B-CDs estd relacionado con la
complejacion de parte de los compuestos responsables del pardeamiento del
pimiento, retrasando, por tanto, su evoluciéon. Este efecto de las B-CDs ha sido
previamente descrito para la evolucién del color de zumo de uva recién exprimido
(Ntrfiez-Delicado y col., 2005).

4.5. CARACTERIZACION DE POD DE PIMIENTO

La purificacién de enzimas de origen vegetal, es un proceso complicado

debido a la presencia de una gran variedad de metabolitos secundarios, que pueden
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actuar directamente sobre las enzimas modificando sus caracteristicas (Loomis, 1974).
Para superar estos obstaculos, se han descrito diferentes métodos de purificacion,
tales como, el uso de polvo acetdnico, fraccionamiento por sulfato amonico,
polimeros insolubles y detergentes (Nufiez-Delicado y col., 2003), entre los que se
encuentra el Triton X-114, que tiene la particularidad de formar soluciones
transparentes con agua, a 4 °C, mientras que a 20 °C forma dos fases claramente
diferenciadas debido a la aparicién de grandes agregados micelares. Este detergente,
es habitualmente usado para separar proteinas hidrofébicas (Bordier, 1981), eliminar
compuestos fenodlicos (Nufiez-Delicado vy col., 1996; Ntfiez-Delicado y col., 2003) y
clorofilas (Sanchez-Ferrer y col., 1989).

En el presente trabajo, POD de pimiento rojo cultivado bajo sistema de
produccién integrado, fue parcialmente purificada, usando un procedimiento
combinado de particiéon de fases con Triton X-114 y fraccionamiento con sulfato
amonico, para evitar cambios en las caracteristicas de la enzima debido a la unién de
metabolitos secundarios y eliminar pigmentos carotenoides del extracto, obteniendo
asi una solucién transparente como fuente de enzima.

Debido a la presencia de altas cantidades de vitamina C en pimiento, no fue
necesario afiadir Triton X-114 en el primer paso de la extraccion, para evitar el
pardeamiento enzimatico del extracto. Asi, tras la homogeneizaciéon del pimiento en
presencia de tampén fosfato sédico 100 mM pH 7,3, se obtuvo una disolucién roja, a
la que llamamos extracto crudo (Tabla 4.9).

Para eliminar los pigmentos carotenoides responsables del color rojo del
extracto, se afiadié Triton X-114 al 4% (p/v) y la solucién se sometié a particion de
fases, aumentando la temperatura de la muestra a 37 °C durante 15 min. Con esta
separacién de fases, se produjo una pérdida del 41% de proteinas y del 12% de
actividad POD, ademaés de una reduccién del 50% en el nivel de fenoles (Tabla 4.9),
obteniéndose un sobrenadante transparente libre de color rojo. A continuacién, se
llevo a cabo el fraccionamiento con sulfato amoénico entre el 30 y el 80%, obteniendo

un grado de purificacién de 2,3 veces y una recuperacién del 66% (Tabla 4.9).
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Tabla 4.9. Purificacion parcial de POD de pimiento rojo (Capsicum annuum L., cultivo Almuden).

Vol Proteinas Actividad Actividad
(mL) totales total? especifica
(mg) (unidades) (unidades/mg)
Extracto crudo 130 76,2 298,7 3,9
Sobrenadante 4 % TX-114 113 449 262,5 58
30-80 % (NH4)SO4 6 21,9 195,7 89

Purificacion

(-veces)

1,5

2,3

145

Recuperacion
(%)

100

88

66

Compuestos

fenolicos

(mg/mL)

0,6

03

0,1

aEnsayo con ABTS como sustrato.
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La reduccién del nivel de compuestos fendlicos fue similar a la descrita para
la purificaciéon con Triton X-114 de polifenol oxidasa de patata, champifién y
persimmon (Sanchez-Ferrer y col., 1993; Nufiez-Delicado y col., 1996; Niifiez-Delicado
y col., 2003). Esta eliminacién de fenoles con Triton X-114 es suficiente para evitar el
pardeamiento del extracto enzimatico, después de varios ciclos de congelacién y
descongelacién o tras meses de almacenamiento a -20 °C. Ademas, el uso del Triton
X-114, permitié obtener un extracto enzimdtico limpio, sin pigmentos rojos, que
pudieran interferir en las medidas de actividad enzimatica. La POD, parcialmente
purificada, de pimiento rojo, aparecié6 como una sola banda electroforética (Figura

4.36) cuando se us6 4MN como sustrato.

POD

N\

Figura 4.36. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 % de POD de pimiento.
Tefiida con tampon citrato sédico 50 mM pH 5,0, conteniendo 0,45 mM de H>O»
y 1mM de 4MN.

Este resultado, difiere de lo descrito hasta ahora en la literatura, donde la
extraccion de POD a partir de otras fuentes vegetales (Duarte-Vazquez y col., 2000)
rinde muiltiples bandas isoenzimaticas. Esto, puede deberse al método de extraccién
usado en el presente trabajo (combinacién de particién de fases con Triton X-114 y
precipitaciéon con sulfato aménico 30-80%), que permite la extraccién de una sola
isoenzima, a la vez que se eliminan los fenoles, evitando asi una posible modificacién
de la enzima extraida. La actividad enzimatica de POD, se midi6é usando ABTS como
donador y HxO, como aceptor de electrones, en presencia de Tropolona (inhibidor
especifico de polifenol oxidasa) para descartar cualquier contribucién de polifenol

oxidasa en el desarrollo de la reaccion.
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Como se puede observar en la Figura 4.37, el pH 6ptimo de la enzima fue 4,5.
Este resultado, concuerda con lo descrito para POD de nabo, usando ABTS como
sustrato (Duarte-Vazquez y col., 2000). Esta ampliamente descrito, que el pH 6ptimo
de POD depende del sustrato usado como donador de electrones (Halpin y col., 1989),
es por eso que solo hemos podido comparar nuestros resultados con los obtenidos

para POD de nabo.

12

V (uM/min)
[e)]

Figura 4.37. Efecto del pH en la actividad POD de pimiento parcialmente purificada
en 50 mM de tampon citrato sédico (pH 3,0-5,5) y 50 mM de tampon
fosfato sédico (pH 6,0-7,5). El medio de reaccion a 25 °C contenia en tampon, 1
mM de ABTS, 6 mM de H>O,, 0,2 mM de Tropolona y 1 ng/mL de POD
parcialmente purificada.

Para llevar a cabo la caracterizacion cinética de POD de pimiento, también se
calcularon los pardmetros cinéticos (Vi y Kum) para ABTS y HxO». La velocidad de
oxidacién de ABTS por POD de pimiento, fue dependiente de la concentracién de
ABTS hasta llegar a saturaciéon a 2 mM (Figura 4.38); a partir de aqui, la velocidad de
la reaccién permanecié constante. Se obtuvo un valor de Ky de 0,495 mM para ABTS
y una Vmsx de 13 ptM/min., mediante regresion no lineal de los datos experimentales

de la Figura 4.38, a la ecuacién de Michaelis:

Vi [S]
" K, +[8]
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Figura 4.38. Efecto de la concentracion de ABTS en la actividad POD de pimiento. El
medio de reaccion contenia en tampon citrato sédico 50 mM pH 4,5, 1 ng/mL de
POD parcialmente purificada, 0,2 mM de Tropolona, 6 mM de H,O, y
concentraciones crecientes de ABTS entre 0y 2,5 mM.

La velocidad de la reaccién también fue dependiente de la concentracién de
H>O,, mostrando una curva de saturaciéon con una Ky de 1,32 mM y una Vs de 12,5

PM/min (Figura 4.39).

12

[e2)
T

V (uM/min)
(o2}

0 2 4 6 8
[Hzoz] (mM)
Figura 4.39. Efecto de la concentracion de H,O; en la actividad POD de pimiento. El
medio de reaccién contenia en tampon citrato sédico 50 mM pH 4,5, 1 ng/mL de

POD parcialmente purificada, 0,2 mM de Tropolona, 1 mM de ABTS y
concentraciones crecientes de H,O, entre 0y 8 mM.



RESULTADOS Y DISCUSION 149

Estos resultados, contrastan con los descritos para POD de rabano, esparrago
y nabo (Arnao y col., 1990; Hiner y col., 1996; Rodrigo y col., 1996; Duarte-Vazquez y
col., 2000), para las que se ha descrito inhibicién por alta concentracién de sustrato
para H>O:. El valor de Ky obtenido para ABTS, fue similar al descrito para la fraccién
C3 de POD de nabo (0,47 mM; Duarte-Vazquez y col., 2000), mientras que fue 10 veces
inferior a la descrita para POD é&cida de rdbano (4 mM; Hiner y col., 1996) y 2 veces
superior a la descrita para la POD de las coles de Bruselas (0,2 mM; Regalado y col.,
1999). El valor de Ky obtenido para el H.O; (1,32 mM) fue muy superior a los
descritos para POD de otras fuentes (Regalado y col., 1999). Es importante conocer
estos valores de Ky para ABTS y HxO», no solo para caracterizar la enzima, sino por
su posible uso en inmunoensayos.

La oxidacién de ABTS, mantuvo una dependencia lineal con la cantidad de

extracto usado, hasta una concentracion de 1,4 ng/mL de proteina (Figura 4.40).

16

12 |

V (UM/min)
[oe]
T

0 I I I
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

ng/mL
Figura 4.40. Efecto de la concentracion de enzima en la actividad POD de pimiento.
El medio de reaccion contenia en tampén citrato sédico 50 mM pH 4,5, 0,2 mM

de Tropolona, 1 mM de ABTS, 6 mM de H;O; y concentraciones crecientes de
POD parcialmente purificada.

Para completar la caracterizacién de la enzima, también se estudi6 el efecto
inhibidor de agentes reductores en la actividad enzimatica. En las Figuras 4.41 y 4.42,
se observa el efecto de varios agentes reductores (dcido ascérbico, L-cisteina y
metabisulfito) sobre la actividad enzimatica de POD de pimiento, usando ABTS como

sustrato.
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El 4cido ascérbico, que se encuentra en grandes cantidades en el pimiento,
fue el inhibidor mas efectivo entre los estudiados (Figura 4.41), actuando més como
antioxidante que como inhibidor enzimadtico, ya que reduce el radical ABTS*a su
forma original. A una concentracién de 30 pM de 4cido ascérbico, la actividad

residual de la enzima baj6 hasta 0.

Actividad residual (%)

0 | | é
0,000 0,015 0,030 0,045 0,060 0,075
[Acido ascérbico] (mM)

Figura 4.41. Efecto inhibidor del dcido ascorbico en POD de pimiento usando ABTS
como sustrato. El medio de reaccion a 25 °C contenia en tampon citrato sédico
50 mM pH 4,5, 1 mM ABTS, 6 mM H;0,, 0,2 mM Tropolona, 1 ng/mL de POD
parcialmente purificada y concentraciones crecientes de dcido ascérbico, desde 0 a
0,06 mM.

La inhibicién producida por los compuestos azufrados estudiados (L-cisteina
y metabisulfito) (Figura 4.42) fue mds baja que la producida por acido ascérbico
(Figura 4.41). Esto podria ser debido a una reaccién de adicién del inhibidor con el
radical ABTS*" para formar un producto estable y/o a la unién de dichos inhibidores
al centro activo de la enzima, como ocurre en el caso del metabisulfito con polifenol
oxidasa (Figura 4.42) (Ikediobi y Obasuyi, 1982; Valero y col., 1992). En el caso de L-
cisteina, para alcanzar la inhibicién total hubo que subir la concentracién por encima

de 4 mM, y en el caso del metabisulfito se consiguié con una concentracién 1 mM.
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Figura 4.42. Efecto inhibidor de L-cisteina (®) y metabisulfito (L)) en POD de
pimiento usando ABTS como sustrato. El medio de reaccion a 25 °C
contenia en tampon citrato sédico 50 mM pH 4,5, 1 mM de ABTS, 6 mM de
H;0,, 0,2 mM de Tropolona, 1 ng/mL de POD parcialmente purificada y
concentraciones crecientes de L-cisteina (#) y metabisulfito (C)entre 0 y 3,5
mM.

Para completar el estudio de POD de pimiento, también se analizé su
estabilidad térmica. Para ello se incubaron alicuotas de enzima a diferentes

temperaturas y se midi6 su actividad residual.

La Figura 4.43, muestra que la representacion del logaritmo de la actividad
residual de la enzima frente al tiempo de calentamiento tiene una dependencia lineal

a todas las temperaturas estudiadas.

Este patrdn se ajusta a una cinética de inactivaciéon de primer orden. El hecho
de que todas las rectas de inactivacién partan de un mismo punto (Figura 4.43),
indica que estamos midiendo la inactivaciéon de una sola isoenzima en todos los

casos.
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Figura 4.43. Inactivacién por calor de POD de pimiento. Logaritmo de actividad residual
frente al tiempo de tratamiento térmico a 30 °C (®), 40 °C (O), 50 °C (m) y 60 °C
(Q). El medio de reaccién contenia en tampon citrato sédico 50 mM pH 4,5, 1
mM de ABTS, 6 mM de H;O; 0,2 mM de Tropolona y 1 ng/mL de POD
parcialmente purificada.

Las pendientes de las rectas de inactivacién fueron calculadas por regresién

no lineal de los datos a la ecuacién (Chisari y col., 2007):
log(A/ A))=—(k/2,303}

donde Ay es la actividad inicial de la enzima y A es la actividad después de sufrir un
calentamiento a varios tiempos. Los valores de k obtenidos, se ajustaron a la
representacion de Arrhenius, mostrando una relacién lineal (Figura 4.44).

A partir de la recta obtenida en la representacion de Arrhenius fue calculada

la energia de activacion (E.) (Anthon y Barrett, 2002):

|n(k)=-E/RT Le

donde R es la constante de los gases (8,314 ] /mol K) y T es la temperatura en ° K.
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Figura 4.44. Representacion de Arrhenius. La temperatura de inactivacién de POD se

obtuvo mediante aplicacién de la ecuacion de Arrhenius en los datos mostrados
en la Figura 4.43.

El valor de Ea obtenido fue de 151 kJ/mol. Aunque esta energia de activacion
es inferior a la obtenida para POD de zanahoria y patata (Anthon y Barrett, 2002), y
ligeramente superior a la obtenida para POD de fresa (Chisari y col., 2007), el rango de
temperatura requerido para la inactivacién de POD de pimiento fue més bajo que en
el de los anteriores, alcanzando una inactivacién significativa a temperaturas por
encima de 40 °C. Muchas veces, la inactivacion térmica de una enzima es dada como
valor D, que es el tiempo requerido para reducir la actividad enzimatica a un 10% del
valor original. En nuestro caso, la temperatura requerida para obtener un valor D de
5 minutos (en 5 minutos el 10% de la actividad inicial) fue de 44,5 °C, més baja que la
obtenida para POD de patata y zanahoria (83,2 y 80,3 °C, respectivamente) (Anthon y
Barrett, 2002), indicando que la POD de pimiento es més sensible a la temperatura
que las PODs de patata o zanahoria. Por otra parte, el tiempo requerido para
disminuir la actividad de la enzima a la mitad fue de 6 segundos, a 60 °C. Este dato es
mucho menor que el obtenido para POD de fresa (4 minutos) (Chisari y col., 2007),
indicando de nuevo, que POD de pimiento rojo es menos termoestable que POD de
fresa.

Concluyendo, podemos decir que el uso de Triton X-114 para extraer POD de
pimiento permite obtener una sola isoenzima con baja estabilidad térmica,

comparada con PODs de otras fuentes vegetales.
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5. CONCLUSIONES

1. El tipo de cultivo, ecoldgico o tradicional, afecta a diferentes parametros de
calidad del fruto de pimiento como son: contenido en proteinas, compuestos
fendlicos, vitamina C, actividad peroxidasa, carotenos y color. El pimiento
cultivado bajo sistema de produccién ecolégica presenta un mayor contenido en

todos los pardmetros anteriormente mencionados, asi como un color mds intenso.

2. El estadio de maduracién afecta a diferentes pardmetros de calidad del fruto de
pimiento como son: contenido en proteinas, compuestos fenélicos, vitamina C,
actividad peroxidasa, carotenos y color. Todos estos parametros, excepto
peroxidasa, aumentan con la maduracién, independientemente del sistema de

produccioén utilizado para su cultivo (ecolégico o tradicional).

3. La inoculacion de plantas de pimiento con rizobacterias suple un aporte
deficiente de N a las mismas, consiguiendo unas caracteristicas fisicas en el fruto
similares a los frutos procedentes de plantas cultivadas sin deficiencia en N.
Respecto a los niveles de peroxidasa, estos son mucho mas bajos en frutos de
plantas inoculadas con rizobacterias, debido a una menor infeccién de los tejidos

de la planta.

4. La concentracién salina del agua de riego afecta a diferentes pardmetros de
calidad del fruto de pimiento como son: compuestos fendlicos, vitamina C,
actividad antioxidante y peroxidasa. Un aumento en la concentracién salina del
agua de riego provoca una drastica caida en los niveles de vitamina C de los
frutos de pimiento maduros. También provoca un descenso, aunque menos
acusado, del contenido en compuestos fendlicos, y por lo tanto un descenso en la
capacidad antioxidante de dichos frutos. En el caso de peroxidasa, se produce un

aumento de dicha actividad enzimaética con la salinidad del agua de riego.
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5. La presencia del 1% de B-CD en el liquido de gobierno reduce la pérdida de
capacidad antioxidante de pimiento asado de V gama, ya que protege de su
degradacién durante el almacenamiento a los compuestos fendlicos, vitamina C,
y compuestos responsables del color de dicho fruto. Esto ralentiza la
modificacién de las caracteristicas organolépticas del producto, asi como la
pérdida de sus propiedades nutricionales durante el periodo de vida 1til del

producto.

6. El uso de detergente Triton X-114 permite extraer la peroxidasa de pimiento libre
de fenoles y compuestos coloreados. La isoenzima asi extraida presenté un pH

6ptimo de 4,5 y es poco estable a la temperatura.
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