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RESUMEN DE LA TESIS

Durante siglos, el Aloe vera se ha usado por sus propiedades medicinales y
terapéuticas y en general las plantas de Aloe sp son catalogadas como medicinales
por sus efectos antiinflamatorios, hipoglucémicos, protectores gastricos vy
aliviadores de quemaduras y heridas. Por otra parte, esta bien constatado el papel
del aloe inhibiendo la proliferacién de bacterias, tanto Gram positivas como Gram
negativas, asi como mejorando enfermedades provocadas por diferentes especies

de hongos.

La comercializacién en fresco de productos hortofruticolas es una actividad
econdmica muy significativa en Espafia, como resultado del desarrollo de una
agricultura moderna, que incorpora nuevas tecnologias, nuevos productos vy
variedades. La aparicion de podredumbres ocasionadas por hongos es una de las
principales causas de deterioro de los frutos durante su post-recoleccién. Para
combatir las enfermedades existen diferentes fungicidas, si bien su uso se esta
eliminando o restringiendo, por lo que los agricultores y productores necesitan de

herramientas eficaces capaces de controlar estas enfermedades.

Con el fin de aportar soluciones a este problema, en esta Tesis se plantea
realizar una serie de investigaciones, estructuradas en 5 capitulos, encaminadas a
la evaluacién del efecto de los tratamientos con geles de aloe sobre el control de
podredumbres causadas por hongos filamentosos, asi como su efecto sobre la
calidad y fisiologia de los frutos. De este modo, se pretende establecer si estos
geles se podrian aplicar, bien en pre-cosecha o en post-recoleccién, en frutos con
elevado interés comercial como son ciruela, cereza, melocotdn, nectarina y uva de
mesa, para reducir la incidencia de podredumbres y mantener su calidad durante

un periodo de conservacién mas prolongado.

En el primer capitulo, primero se estudia el efecto in-vitro de diferentes
concentraciones de gel de Aloe vera sobre la inhibicién del crecimiento del micelio
de dos de los hongos mas comunes responsables de las podredumbres de la fruta,
como son Penicillium digitatum y Botrytis cinerea. A continuacién se evalla el
efecto antifungico en post-cosecha del gel de A. vera (con la adiciéon o no de timol)

sobre dos variedades de nectarinas infectadas con B. cinerea, P. digitatum y R.



stolonifer. En este primer capitulo se comprueba que el gel de Aloe vera es capaz
de inhibir el crecimiento in-vitro e ex-vivo de estos tres hongos comunes en post-
recoleccion y de reducir algunos procesos especificos de la maduracion estos

frutos de hueso.

En el segundo capitulo, se ha comprobado que la aplicacion de gel de aloe
como tratamiento pre-cosecha en cerezas, melocotones y nectarinas reduce la
carga microbiana en los frutos en el momento de la recoleccion, sin afectar al
proceso de maduraciéon en el arbol ni a los parametros relacionados con la calidad.
Asi pues, estos tratamientos pre-cosecha con gel de A. vera conllevarian a reducir
la incidencia de podredumbres en frutas de hueso durante la conservacion post-

recoleccion no modificando las propiedades organolépticas de los frutos.

En el capitulo tres se ha estudiado el efecto de los tratamientos en pre-
cosecha, con gel de Aloe vera comercial y de elaboracion propia, sobre los
atributos de calidad, contaminacién microbiana y aparicién de podredumbres de la
uva de mesa, tanto en el momento de la recoleccion como durante su
conservacion. Estos tratamientos se realizaron en uva de mesa “Autumn Royal” y
“Crimson” bajo cultivo convencional y ecoldgico, respectivamente. En este capitulo
se demuestra que el gel de A. vera podria ser aplicado antes de la recoleccién,
como tratamiento para inhibir el deterioro microbiano y reducir la incidencia de
podredumbres en uva de mesa durante el almacenamiento en post-cosecha, con

un efecto adicional retrasando la maduracion del fruto.

Por otra parte, en el capitulo 4 se estudia el efecto de los tratamientos con
geles de A. vera y A. arborescens sobre diferentes parametros relacionados con la
calidad de ciruela “Santa Rosa” y melocoton “Redheaven”. En este capitulo de
comprueba que los geles de ambas especies de aloe pueden ser aplicados en post-
recoleccion para retrasar el proceso de maduracidon ya que en los frutos tratados
se produce una disminucidn significativa en la produccidon de etileno, pérdida de

peso, evolucion del indice de color croma y del indice de madurez.

En el Ultimo capitulo, se caracterizaron las hojas y los geles de 8 especies
distintas de Aloe (Aloe arborescens Mill.,, Aloe aristata Haw, Aloe claviflora

Strydenburg, Aloe ferox Mill., Aloe mitriformis Mill., Aloe saponaria Ait., Aloe



striata Haw., y Aloe vera L.) recolectadas en 3 estaciones del afio. Ademas,
también se evalla la actividad antifungica de las hojas de las 8 especies contra los
hongos patégenos mas comunes de la fruta (Botrytis cinerea, Penicillium
digitatum, Penicillium expansum y Penicillium italicum). Los resultados muestran
gue existen diferencias significativas en las propiedades y la composicidon quimica
del gel obtenido de las hojas segun la especie de Aloe y del momento en el que se
realice la recoleccion. La aparicion de podredumbres sobre las hojas es diferente
entre las distintas especies de Aloe, siendo las hojas de A. ferox, A. mitriformis y
A. saponaria en las que menos crecieron los hongos inoculados artificialmente. El
porcentaje de heridas infectadas por los diferentes hongos en las hojas de las
diferentes especies de Aloe se correlaciond negativamente con la concentracion de
aloina de sus geles, lo que indica que la aloina puede ser uno de los componentes
mas importantes del gel de aloe mas importante relacionado con la actividad

antifungica.

Asi pues, otras especies de Aloe, como A. ferox, A. mitriformis y A.
saponaria, podrian usarse, junto con A. vera, para la fabricacion de geles que
podrian usarse comercialmente como tratamientos pre- o post-cosecha para
reducir la carga microbiana, retrasar los procesos de maduracién y mantener la

calidad de la uva de mesa y los frutos de hueso.



THESIS ABSTRACT

During centuries, Aloe vera plant has been used due to its medicinal and
therapeutic properties and in general, Aloe sp. are categorised as medicinal plants
by their effects as anti-inflammatory, hypoglycaemic, gastrointestinal protector
and wound healing. On the other hand, it is well known the Aloe vera role on
inhibiting bacterial proliferation, both gram positive and gram negative, as well as

improving several diseases caused by fungi species.

The commercialisation of horticultural fresh produce is an important
economic activity in Spain, as a result of the development of a modern agriculture
by incorporating new technologies, new products and cultivars. Occurrence of
fungal diseases caused by different fungi species is one of the main causes of fruit
deterioration during postharvest storage. There are different commercial
fungicides to counteract these diseases, although their use are being controlled
and restricted, and thus farmers and producers are needed of some efficient tools

able for controlling the postharvest diseases.

In the present PhD Thesis, structured in 5 chapters and with the aim to
have available new solutions to this problem, several investigations have been
carried out to evaluate the effect of treatments with aloe gels on controlling decay
caused by mycelia fungi as well as their effects on fruit quality and physiology.
Accordingly, the possible use of aloe gels, applied either at pre- or postharvest, on
fruit commodities with great commercial interest such as plum, sweet cherry,

peach, nectarine and table grape were studied.

In the first chapter, the in vitro effect of several Aloe vera gel
concentrations on inhibiting the mycelium growth of the two most common fungi
responsible for fruit decay, such as Penicillium digitatum and Botrytis cinerea, will
be firstly assayed. Secondly, the postharvest antifungal effect of Aloe vera gel
(alone or with the addition of thymol) on two nectarine cultivars artificially
infected with B. cinerea, P. digitatum and Rhizopus stolonifer will be analysed.
Results from this chapter permit to conclude that Aloe vera gel was able to inhibit
the in vitro and ex vivo growth of these common fungi during postharvest storage

and also to delay some specific ripening processes of these stone fruits.



In the second chapter, it is shown that application of Aloe vera gel as pre-
harvest treatment on sweet cherries, peaches and nectarines reduced the
microbial load of these fruits at time of harvesting without affecting the on-tree
ripening process or quality attributes, and thus would reduce decay occurrence of

stone fruits during postharvest storage without modifying the organoleptic quality.

In the third chapter, pre-harvest treatments with Aloe vera gel (commercial
or home-made) and their effects on quality attributes, microbial population and
decay occurrence on table grape at time of harvesting and after postharvest
storage were studied. Treatments were carried out on ‘Autumn Royal’ and
‘Crimson’ table grape cultivars grown under conventional or organic-farming,
respectively. Results from these chapter demonstrated that Aloe vera gel could be
used before harvesting as a treatment to inhibit microbial deterioration and to
reduce decay occurrence during postharvest storage of table grape, with an

additional on delaying the fruit ripening process.

In the fourth chapter, the effect of post-harvest treatments with Aloe vera
or Aloe arborescens gels on different parameters related to quality of ‘Santa Rosa’
plum and ‘Redheaven’ peach was assayed. It is shown that gels both aloe species
could be applied as postharvest treatment to delay the ripening process, since a
significant reduction in ethylene production rate, weight loss, colour changes and

ripening index were obtained in treated fruit compared with untreated ones.

In the fifth chapter, the leaves and gels of 8 different Aloe sp. harvested at
3 seasons along the year were characterised (Aloe arborescens Mill., Aloe aristata
Haw, Aloe claviflora Strydenburg, Aloe ferox Mill., Aloe mitriformis Mill., Aloe
saponaria Ait., Aloe striata Haw., and Aloe vera L.). Additionally, the antifungal
activity of the leaves from the 8 Aloe sp. against the most common fungi attacking
fruit commodities (B. cinerea, P. digitatum, P. expansum and P. italicum) was
studied. Results showed that significant differences existed on gel properties and
chemical composition depending on the Aloe sp. leaf used and the harvesting
season. Leaf decay occurrence and severity was different depending on the aloe
sp., the A. ferox, A. mitriformis and A. saponaria being the leaves with reduced

fungal growth after artificial fungi inoculation. The percentage of damaged injuries



of the different Aloe sp. was negatively correlated with aloin concentration in the
gel, which would indicate that aloin could be the most important component of the

Aloe gels related to antifungal activity.

Thus, other Aloe sp. such as A. ferox, A. mitriformis and A. saponaria could
be used, toghether with A. vera to made gel with potential application as pre- or
post-harvest treatments to table grapes and stone fruits to decrease fruit decay,

delay de ripening process and maintain fruit quality.
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1. INTRODUCCION

1.1. HISTORIA DEL ALOE

En la prehistoria, los hombres utilizaban las plantas que tenian a su
alrededor imitando el comportamiento de los animales, que utilizaban éstas para
aliviar sus dolencias, aunque también aprendian sus usos tdxicos por las
intoxicaciones propias de la falta de experiencia. Cuando el hombre empezé a
vivir en sociedad, el conocimiento del uso de las plantas pasaria a ser especifico

de hechiceros y similares, segun la época de la que se tratase.

Hoy en dia, es fundamental que los farmacos con origenes naturales y
exhaustivamente estudiados se antepongan, en su medida terapéutica, al uso de
los derivados sintéticos, que con un uso malo o excesivo tienen efectos
contradictorios superiores a los fitofarmacos naturales en su gran mayoria.
Ademas, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) manifestd en 1996 que el
80% de la poblacién mundial depende, para su atencion primaria de la salud, de

las plantas medicinales (Braveman y Tarimo, 1996).

En lo que respecta al aloe, su universalidad a lo largo de la historia es la
sefial evidente de que sus propiedades han estado presentes y a la orden del dia
en muy variadas civilizaciones, tal es asi, que sobrevivid mas que las propias
civilizaciones que la utilizaban. El dato mas antiguo sobre el uso terapéutico del
aloe procede de Sumeria, que posteriormente se convertiria en la poderosa
Mesopotamia, donde se encontraron unas tablas de arcilla en la ciudad de Nippur
que databan del siglo XVIII a.C. y en las que se describen sus propiedades
laxantes (Stevens, 2001). En los monumentos funerarios del antiguo Egipto
existen referencias graficas del aloe y en el Papiro de Ebers o Libro Egipcio de los
Remedios (s. XVI a.C.) aparecen formulas medicinales que incluyen el aloe como

ingrediente de balsamos para tratar el catarro (Farelli, 2002).

A partir de 1600 existe constancia de que comenzd6 la difusidon del aloe
hacia Oriente, debido a los mercaderes arabes, llegando incluso a China (Dehin,
2000). Desde el Renacimiento hasta practicamente nuestros dias, el avance del

uso del aloe ha llevado dos direcciones claramente diferenciadas, una en las

-1-
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naciones arabes, costas del Mediterraneo, Africa, Oriente Medio, India, China y
paises americanos donde estaba implantado su cultivo y sus diferentes usos y en
la otra direccidon se encuentran la mayoria de los paises occidentales en los que se

redujo su uso a simple purgante y/o laxante.

En los ultimos afios se han realizado y se siguen llevando a cabo diversas
investigaciones sobre los efectos del aloe. Recientemente estdn surgiendo en el
mercado multitud de productos, especialmente cosméticos, que poseen en su
composicidon jugo de aloe, e incluso se estd empezando a utilizar en acabados
para ciertos tipos de tejidos que estén en contacto con la piel. Actualmente
existen numerosos sellos que certifican la calidad de los productos con base de
aloe, aunque no todos tienen un reconocimiento internacional. En 1990 se cre¢ el
IASC (International Aloe Scientific Council) a partir de un grupo de industriales
del aloe que pretendian evitar la competencia desleal y estandarizar la calidad de
los productos procedentes del aloe (Fotografia 1). A partir de una serie de analisis
dieron como resultado un certificado de garantia para los consumidores. El
certificado incluye la revisiéon de las instalaciones de fabricacién y la verificacion
del proceso. Esto garantiza que el producto relne o excede los estandares fijados
por la industria del aloe. Ademas, en el afio 2010 se cred en Espafia la Asociacion
Nacional de Empresarios del Aloe (Asocialoe) (Fotografia 2), cuyo objetivo, entre
otros, es convertir los productos de Aloe vera producidos en Espafa en el
referente de todos los producidos dentro del continente europeo y competir, con
mejor calidad y rendimiento, con los productos de Aloe vera producidos fuera de

la Unién Europea.

Fotografia 1: Certificado del IASC  Fotografia 2: Logotipo de la Asociacion
Fuente: http://www.iasc.org Nacional de empresarios del Aloe. Fuente:

http://asocialoe.com/
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1.2. SISTEMATICA, CARACTERISTICAS BOTANICAS Y ESPECIES DE
INTERES

La sistematica del aloe seria como sigue: Division Magnoliophyta o
Angiosperma (plantas con semilla protegida por un fruto y 6vulos en el interior
del ovario), Clase Liliopsida o Monocotiledénea (que poseen embriones con un
solo cotileddn u hoja embrionaria), Subclase Liliidae (ovario trilocular y tricarpelar
con numerosos primordios seminales), Orden Liliales, Familia Aloaceae (Izco et
al., 1997). Esta familia incluye cinco géneros y unas 700 especies, a menudo de
alto interés ornamental, por la vistosidad de sus flores y hojas, que suelen ser
espinescentes en los bordes y dispuestas en roseta basal, de cuyo centro parte un
escapo con numerosas flores en racimos terminales. Las flores son actinomorfas y
trimeras, con tépalos petaloideos, connados en un periantio tubuloso y vivamente
coloreado de amarillo, naranja o purpura, coloraciones que justifican la frecuente
ornitofilia del grupo. El fruto suele ser una capsula loculicida y las semillas son
generalmente aladas y poseen un embrion recto embebido en un endospermo

coriaceo.

El género mas importante de la familia Aloaceae es Aloe sp, con unas 400
especies caracterizadas por poseer hojas suculentas y con fotosintesis CAM
(metabolismo acido de crasulaceas), aunque sus dimensiones pueden variar entre
especies (Newton, 2001). Sin embargo, la especie mas utilizada a lo largo de la
historia y también actualmente es el Aloe vera L. A continuacion se describen las

caracteristicas botanicas de las especies que se han estudiado en esta Tesis:

Aloe arborescens Miller (Fotografia 3a): Esta especie de aloe se
convierte en un arbusto de multiples cabezas dispuestas en rosetay de 2 6 3 m
de altura (International Aloe Science Council, 2012). En los margenes de las hojas
aparecen dientes claramente definidos. Sus flores son color escarlata, y de ellas
se extrae un componente para el tinte que también suele utilizarse en cosmética.
Esta planta es originaria de Sudafrica y se adapta a una gran variedad de
habitats, pero crece sobretodo en zonas montafiosas y bosques. Es una planta
tipica de jardin. Para su buen crecimiento necesita luz del sol directa, buen
drenaje y suelo enriquecido con compost. Puede tolerar las sequias y las heladas

moderadas, aungque no las severas.
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Fotografia 3: Imagenes de las diferentes especies de Aloe de la parcela ecoldgica de la

EPSO. Fuente: S. Castillo y elaboracion propia.
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Aloe aristata Haw (Fotografia 3b): es una especie endémica de Sudafrica,
de pequefio tamafio y carente de tallo, que presenta una roseta basal compuesta
de hojas suculentas y curvadas hacia adentro. La superficie de las hojas se
caracteriza por tener unas pequenas protuberancias de color blanco y los
margenes de las hojas estan ribeteados de suaves dientes blancos. Las flores son
de un color naranja rojizo, con forma tubular. Esta planta es sensible al exceso de

agua.

Aloe claviflora Strydenburg (Fotografia 3c): Aloe claviflora crece en
grandes grupos, normalmente en disposicién circular o semi-circular (van Wyk,
2000). Las plantas jévenes generalmente carecen de tallo, pero las de mas edad
pueden tener tallos cortos que crecen horizontales al suelo. A diferencia de otras
especies de Aloe sp que crecen en regiones aridas, Aloe claviflora no tiene rosetas
verticales, sino que éstas miran hacia fuera, dandole una forma asimétrica
caracteristica (van Wyk, 2000). Las hojas miden hasta 20 cm de largo, tienen
espinas marrones a lo largo de los bordes y son de color verde grisaceo, a veces
con un aspecto blanquecino que se acentla debido a la falta de agua. La planta
en si es muy resistente y puede sobrevivir a menudo durante varias temporadas
sin agua, lo que induce que las hojas se tornen de un color blanquecino para
ayudar a reflejar el sol como mecanismo de adaptacidn a la sequia. Otra
caracteristica tipica es el angulo en que se producen las inflorescencias, que
nunca es recto, sino que siempre crecen en un angulo inclinado casi postrado en
el suelo. Normalmente las inflorescencias no son ramificadas, aunque en algun
caso pueden aparecer hasta 4 ramas. Las flores tienen forma cénica y el conjunto
de todas ellas da lugar a un ramo de forma triangular de hasta 30 cm de largo.
Los brotes y las flores jovenes son de color rojo brillante, pero se vuelven de color
amarillo o blanquecino a medida que envejecen con el tiempo. En cuanto a su
habitat, Aloe claviflora se encuentra en zonas extremadamente aridas del interior
de Sudafrica, en habitats que van desde el suelo de piedra plana hasta

extensiones de arena bien drenadas y elevaciones rocosas y colinas.

Aloe ferox Miller (Fotografia 3d): es originaria de Sudafrica. Es una planta
con tallo simple que alcanza los 2 6 3 m de altura, con crecimiento lento. Las
hojas son de color verde glauco de 1 m de longitud y 15 cm de ancho,

lanceoladas, carnosas y a veces con espinas en ambas caras. Los margenes estan

-5-
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provistos de dientes rojizos o marrones. Las flores se producen agrupadas en
densas y largas inflorescencias de color rojo o anaranjado, con manchas
marrones en los l6bulos internos. Florece en invierno. Su principal propiedad es
que es un excelente laxante (International Aloe Science Council, 2012). El A.
ferox crece en una gran variedad de habitats, aunque es comun en las laderas

rocosas.

Aloe mitriformis Miller (Fotografia 3e): esta especie es endémica de
Namibia y Sudafrica. Es una planta suculenta con las hojas agrupadas en rosetas
basales de unos 25 cm de altura que forman pequefas colonias. Las hojas son
anchas, cortas, carnosas y de color verde-azulado sin manchas o lineas pero con
los margenes armados con espinas. Las flores son tubulares, de color rojo vy

nacen en racimos desde una corta inflorescencia de unos 45 cm de altura.

Aloe saponaria Ait. (Fotografia 3f): es una planta suculenta con las hojas
agrupadas en roseta basal. Alcanza hasta un metro de altura, aunque suele medir
unos 30 cm y posee un tallo corto. Las hojas son carnosas, largas, anchas y
lanceoladas, de color verde rojizo, moteadas con puntos blancos y con los
margenes dentados. Posee inflorescencias en racimos, generalmente de forma
mas esférica que otros aloes como Aloe arborescens Mill, con flores tubulares de
color naranja rojizo que se encuentran al final de un tallo erecto que surge de la
roseta. Esta especie es endémica de Sudafrica. Puede tolerar las sequias y las
heladas moderadas, aunque no las severas y necesita bastante espacio para el

desarrollo de sus raices.

Aloe striata Haw (Fotografia 3g): esta especie de Aloe es endémica de
Sudafrica. Puede tener la roseta de hojas sentada o sobre un tronco caido sobre
el suelo de hasta 1 m. Tiene las hojas color verde azulado, ovado-lanceoladas, de
hasta 50 x 20 cm que carecen de espinas y sus bordes son de color rosado. La
inflorescencia esta ramificada en forma de corimbo y las flores son de color rojo
coral (van Wyk y Smith, 1996). A. striata Haw es una planta tipica de jardin , ya
gue es relativamente facil de cultivar en una amplia variedad de condiciones
climaticas, siempre y cuando se encuentre bien drenada, con luz solar directa y

gue no tenga exceso de agua y puede resistir las heladas y la sequia prolongada.
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Aloe vera L. (Aloe barbadensis Miller) (Fotografia 3h): es una planta
originaria de Africa del norte, perenne, con hojas dispuestas en rosetas,
alcanzando los 40-50 cm de largo y los 6-10 cm de grosor (Schweizer, 1994). Las
hojas son alargadas, lanceoladas, y parecen brotar directamente del suelo en los
ejemplares juveniles; aunque las plantas adultas presentan un tallo corto y
robusto. Las flores del Aloe vera L. son pequenas, tubulares, y se presentan en

inflorescencias densas de color frecuentemente amarillo o rojo.

1.3. EL CULTIVO DEL ALOE

La planta de aloe es originaria de Sudafrica, pero actualmente se cultiva en
todo el mundo, excepto en regiones de tundra, desiertos y la selva tropical. El
aloe se adapta perfectamente a condiciones de clima tropical y subtropical, y se
desarrolla muy bien en los climas calidos y subcalidos caracteristicos de las zonas
denominadas monte espinoso tropical, bosque espinoso premontano y estepa
espinosa montano bajo, entre los 0 y 3000 m de altitud, con temperaturas entre
los 16 y 25 ©C. Esta planta no tolera las temperaturas por debajo de los 0 °C, la
humedad relativa superior a 60% y requiere al menos 600 mm de precipitacion y
mucha luminosidad. La planta tarda aproximadamente 4 afios para alcanzar la

madurez vy el cultivo tiene una vida util de alrededor de 12 afios.

Existen plantaciones en Africa, Australia, EE.UU, América central, México,
Rusia, Japdén y también en Europa meridional, sobretodo en Espafa, aunque |la
mayoria del aloe que se encuentra en Europa proviene de EEUU y de Méjico. En
Italia se estd empezando a cultivar, pero hoy en dia las dimensiones de las
plantaciones son todavia limitadas. En Espafia, concretamente en Andalucia,
Canarias y levante peninsular, las condiciones son Optimas para su desarrollo,
debido a que por su situacidon geografica, se beneficia del clima soleado todo el
ano (Martin, 2002). Sin embargo, la principal zona de cultivo se encuentra en las
Islas Canarias, con aproximadamente 150 hectareas de plantaciones de aloe y un
total de 10 millones de plantas. También se encuentran otras areas importantes
de produccidn como Mallorca (Islas Baleares) y varias regiones del territorio
continental, donde destacan cultivos aislados de productores independientes o

pequefias empresas en Sevilla, Cadiz, Cérdoba, Granada, Murcia y Almeria. Casi
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todas las plantaciones se refieren a la especie Aloe vera L. En total, se estiman

unas 250 a 300 hectareas de produccidn de aloe en toda Espaiia.

A diferencia de la mayor parte de los paises sudamericanos, africanos vy
asiaticos, Espafa, como estado miembro de la comunidad Europea, tiene que
seguir procedimientos de control de la calidad productiva muy estrictos que
cumplan con la normativas CEE. De esta manera, las producciones bioldgicas
poseen una certificacién estatal, garantizando que el aloe no procede de cultivos
excesivamente explotados tanto fisicos como quimicamente. Se considera que
Espana, Grecia e Israel pueden ser, en la actualidad, las mejores zonas de
produccion y abastecimiento de aloe que existe en el mundo. En la UE no existe
una normativa exacta para la comercializacion del gel de aloe, sin embargo, no
esta permitido el uso de gel en los alimentos dentro de la UE, pero si se permite
la comercializacidon de alimentos que contengan aloe que hayan sido elaborados
fuera de la UE. La Asociacién de productores de aloe en Espafa quiere normalizar
el uso del aloe en alimentacion y que se considere un alimento, como lo es en

paises cercanos como Suiza, Marruecos, etc.

1.4. ANATOMIA DE LA HOJA

En general, todas las especies de aloe tienen hojas carnosas con una
anatomia similar (Smith, 1993) y en un corte transversal se pueden distinguir
claramente dos zonas: una capa exterior o corteza de color verde, y un cuerpo
interior o tejido esponjoso, denominado gel, que es de color blanquecino y entre
ambas capas se encuentran los haces vasculares, aunque en algunas especies

estan en las capas mas externas del tejido esponjoso (Fotografia 4 a y b).

La corteza puede ser mas o menos gruesa dependiendo de la especie. La
capa mas externa de la corteza es la epidermis, formada por células epidérmicas,
resistentes y flexibles, entre las que se encuentran los estomas, que permiten el
intercambio gaseoso con el exterior y que son mas numeros en el envés de la
hoja que en el haz (Coopoosamy y Naidoo, 2011). Recubriendo la epidermis hay
una gruesa capa de cuticula (Fotografia 5) y debajo de la epidermis existen 15-20

capas de células fotosintéticas de forma poligonal (Fotografia 6).
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Fotografia 4a: Corte de la hoja Fotografia 4b: Vista de las secciones de la
de A. excelsa. R = corteza; M = hoja de A. vera: seccién transversal (a) y
mesofilo; C = cuticula. Las células  seccién longitudinal (b). Las flechas abiertas
entre la corteza y el mesdfilo indican la corteza y las cerradas la pulpa.
indican la presencia de exudados Las cabezas de las flechas abiertas indican
foliares. Fuente: Coopoosamy vy los haces vasculares. Fuente: Ni et al.,
Naidoo, 2011. 2004.

Fotografia 5: Microscopia éptica de la Fotografia 6: Microscopia éptica de la

seccién transversal de una hoja de A, Seccion transversal de una hoja de A.
excelsa. E = epidermis; C = cuticula. excelsa. Se observan varias capas de

Coopoosamy y Naidoo, 2011.

El cuerpo interior de la hoja, pulpa o gel, estd formado por un tejido
esponjoso cuyas células poseen pared celular, membrana plasmatica y restos de
organulos degenerados, con la funcion de almacenaje de agua (Fotografias 7 y 8)

y tamanos que pueden alcanzar hasta 1 mm de diametro (Ni et al., 2004). Es en
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este tejido mucilaginoso de color claro donde se encuentra la mayor parte de los
principios activos de la planta y el que se usa, generalmente, en productos
medicinales, cosméticos y nutracéticos, por las propiedades de los polisacaridos
gue contiene, entre los que destacan mananos y sustancias pécticas (Grindlay y
Reynolds, 1986; Ni et al., 2004). Esta parte a veces se seca para formar Aloe
vera concentrado o diluido con agua para crear productos de jugo de aloe. No
obstante, existen diferencias en la composicion y concentracién de los diferentes
compuestos activos entre las diferentes especies del género Aloe sp (van Wyk et
al., 1995; Yagi et al., 1998).

Fotografia 7: Vista microscopica de la pulpa fresca de hojas de A. vera bajo un aumento

de 10x. Las flechas indican las paredes celulares de las células del mesdfilo. Fuente: Ni et

al., 2004.

Fotografia 8: Imagen de microscopia electrénica de la pulpa de una hoja de A. vera L. La
flecha de la derecha indica la pared celular y la de la izquierda la membrana plasmatica.

Fuente: Ni et al., 2004.

-10-
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Entre la corteza y el gel se encuentran los haces vasculares (Fotografias 9 y
10) con el xilema en el centro y el floema formando un circulo a su alrededor vy
rodeando al floema varias capas de células parenquimaticas que contienen latex,

que puede observarse a simple vista, cuando se corta la hoja, como un exudado

amarillento (Fotografia 4a).

Fotografia 9: Corte histolégico de una Fotografia 10: Microscopia electronica
hoja de A. vera. La flecha negra indica de barrido de un haz vascular de una
la pulpa, la blanca la corteza y la punta hoja de A. excelsa. X = xilema; Ph =
de flecha abierta un hez vascular. floema; P = parénquima. Fuente:
Fuente: Ni et al.. 2004. Coopoosamy y Naidoo, 2011.

1.5. EL GEL DE ALOE

El gel de Aloe vera es la gelatina mucilaginosa obtenida del tejido
esponjoso interior de las hojas. En su estado natural, el gel estd protegido en el
interior de las hojas por la carnosa envoltura exterior, pero una vez que la hoja es
cortada, el gel se expone al aire, lo que provoca una rapida oxidacién y
descomposicién, dando como resultado una importante disminucién de sus
propiedades bioldgicas. Para evitar esta degradacion, es necesario encontrar un
método de estabilizacion adecuado, pero independientemente del método y de la
calidad relativa del gel de la planta, los mejores resultados se obtendran cuando
las hojas sean procesadas inmediatamente después de ser cortadas. Esto es
debido a que la degradacién del gel comienza por reacciones enzimaticas
naturales y también al crecimiento de bacterias ante la presencia de oxigeno

(Ramachandra y Srinivasa-Rao, 2008).
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Actualmente existen diferentes técnicas de estabilizacion, pero todas
coinciden en los siguientes pasos: lavado de la hoja recién cortada con un
bactericida, separacidon mecanica del gel de la corteza exterior. La separacion del
gel podria facilitarse con la filtracion del gel obtenido, estabilizacion mediante el
empleo de frio o calor y/o la adicion de conservantes u otros aditivos, como el
acido citrico, acido ascoérbico o acido fosférico, aunque los mas utilizados son los
dos primeros. En la estabilizacién por frio todo el proceso se realiza a baja
temperatura. Otra medida de esterilizacién en el proceso en frio consiste en
exponer el gel a luz ultravioleta, seguido de una microfiltracion. Por otro lado, la
estabilizacion por calor se logra sometiendo el gel de aloe a un tratamiento de
pasteurizacién a alta temperatura. Segun Aloecorp (2012), la actividad bioldgica
del gel de A. vera se mantiene esencialmente intacta cuando se calienta a 65 °C
durante periodos inferiores a 15 minutos. Largos periodos de tiempo o
temperaturas mas altas (superiores a 75 °C) reducen en gran medida los niveles
de actividad. Sin embargo, otros expertos afirman que el método d6ptimo de
esterilizacion es HTST (High Temperature Short Time), seguido de una rapida
refrigeracion a 5 °C o menos. Finalmente, Bill Coats descubrié y patenté la técnica
de conservacidén que consiste en dejar incubar el gel dentro de cubas, afladiendo
vitamina C (acido ascdrbico), vitamina E (tocoferol) y sorbitol para impedir que se
oxide (Coats, 1979).

Las técnicas mas utilizadas son la estabilizacion por frio y la estabilizacidon
por calor. En la primera, todo el proceso. Segun Coats (1979) (fundador de Aloe
Vera of America), la utilizacién de enzimas como la glucosa oxidasa y catalasa,
inhiben el crecimiento de organismos aerobios en el gel de A. vera, por lo que
puede esterilizarse facilmente. Fue, quien mas perfeccionada que existe
actualmente. Consiste Trabajando con temperaturas precisas obtuvo una reaccidon

guimica perfecta que permitié la conservacién del producto.

Se han aislado diversos compuestos del tejido parenquimatico central y del
exudado de las células adyacentes a los haces vasculares. El exudado amarillo
contiene derivados de 1,8 dihidroxiantraquinona y sus glucésidos, que se utilizan
principalmente por sus efectos catarticos (Vazquez et al., 1996). Se ha

demostrado que la pulpa contiene proteinas, lipidos, aminoacidos, vitaminas,
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enzimas, compuestos inorganicos y compuestos organicos, ademas de los

diferentes hidratos de carbono (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica del gel de A. vera

Aloe-emodina, acido aloético, antranol, aloina A y B

Antraquinonas - . - . ;
a / (conocidos conjuntamente como barbaloina), isobarbaloina,

antronas ) P e
emodina y ester del acido cinamico
Mannan, Acemannan, glucomannan acetilado,
glucogalactomannan, galactano, galactogalacturano,

Carbohidratos - . .
arabinogalactano, galactoglucoarabinomannan, sustancias

pecticas, xilano, celulosa

8-C-glucosil-(2'-0O-cinamoil)-7-O-metilaloediol A, 8-C-
glucosil-(S)-aloesol, 8-C-glucosil-7-0O-metil-(S)-aloesol, 8-
C-glucosil-7-0O-metilaloediol, 8-C-glucosil-noreugenina,
isoaloeresina D, isorabaicromona, neoaloesina A

Cromonas

Fosfatasa alcalina, amilasa, carboxipeptidasa, catalasa,
Enzimas ciclo-oxidase, ciclo-oxigenasa, lipasa, oxidasa,
fosfoenolpiruvato carboxilasa, superdxido dismutasa

Compuestos Calcio, cloro, cromo, cobre, hierro, magnesio, manganeso,
Inorganicos potasio, fosforo, sodio, zinc.

Acido  arachidénico, &cido  y-linolenic,  esteroides

Compuestos . U
'Pu (campesterol,  colesterol,  B-sitosterol), trigliceridos,
organicos y ! : S S .
lipidos triterpenos, gibberillinas, ligninas, sorbato de potasio, acido
salicilico, acido urico
Amino acidos Alanina, arginina, acido aspartico, acido glutamico, glicina,
esenciales y no- | histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina,
esenciales metionina, fenilalanina, prolina, treonina, tirosina, valina
Proteinas Lectinas y sustancias similares
, Manosa, glucosa, L-ramnosa, aldopentosa
Azucares
Vitaminas B1, B2, B6, C, B-caroteno, coline, acido fdlico, a-tocoferol
Hormonas Auxinas, giberelinas

Fuentes: Hamman (2008); Sharrif-Moghaddasi y Verma (2011).

Igualmente, existen evidencias de la variacion taxondmica en la
composicion de polisacaridos, aunque destacan los mananes y pectinas (Ni y
Tizard, 2004; Reynolds, 2004). Las grandes fluctuaciones en la composicidon de
los polisacaridos de A. vera se han explicado por el hecho de que los residuos de

manosil estdn contenidos en un polisacarido de reserva con una influencia
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estacional, asi como grandes variaciones entre los cultivares en términos de
cantidades de polisacdridos que contienen manosa dentro de las células del

parénquima (Feminia et al., 1999).

Las propiedades medicinales del aloe se encuentran en el gel y se han
reconocido desde hace siglos (Nandal et al., 2012). Entre estas propiedades
medicinales destacan la cicatrizacién de las heridas (Choi et al., 2001), efecto
antidiabético (Tanaka et al., 2006), anti-inflamatorio (Reynolds y Dweck, 1999),
inmunomoduladores (Im et al., 2005), anticancerigeno (Steenkamp y Stewart,
2007), anti-hepatico (Chandan et al., 2007), antimicrobiano (Alves et al., 2004;
Habeeb, et al., 2007), aumento de la absorcion intestinal (Vinson et al., 2005;
Hamman vy Viljoen, 2008) e hidratacién de la piel (Dal'Belo et al., 2006). Por otra
parte, el latex contiene elevada concentracién de antraquinonas que son las
responsables del efecto laxante del aloe (van Wyk et al., 1995; Yagi et al.,
1998).

1.6. SITUACION DEL CULTIVO DE CEREZA, CIRUELA, MELOCOTON,
NECTARINA Y UVA DE MESA

1.6.1. CEREZO

Las principales especies de cerezo cultivadas en el mundo son el cerezo
dulce (Prunus avium), el guindo o cereza agria (Prunus ceresus) y el cerezo
“Duke”, hibrido de los anteriores (Moreno, 2001). Ambas especies son originarias
del Sureste de Europa y Oeste de Asia. El cerezo dulce tuvo su origen
probablemente entre el mar Caspio y el mar Negro, difundiéndose después hacia

Europa y Asia. En Espafia se cultiva principalmente esta especie.

El cerezo tiene una gran capacidad de adaptacion a distintas areas edafo-
climaticas de la Zona Templada (Moreno, 2001), ya que prefiere los suelos con
buen drenaje, ligeramente calizos, exposiciones con buena iluminaciéon vy

aireacion, laderas suaves de montafia y secanos frescos.
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La cereza (Fotografia 11) es una fruta de verano cuya produccién se
destina principalmente al consumo en fresco. Las variedades mas utilizadas para
este fin son: “Burlat”, “Marvin”, “Stark Hardy Giant”, “Celeste”, “Van”, “Bing”,
“Sunburst”, “Hedelfingen”, “Summit” y “Sweetheart”. La recoleccién de la cereza
se realiza cuando ésta ha alcanzado un grado de madurez adecuado para su
consumo (abril-julio), puesto que al ser un fruto no climatérico no sigue
madurando después de la recoleccion. Ademas, los canales de distribucion deben
ser lo mas rapidos y eficientes posibles. Las cerezas que van a circuitos de
comercializacion mas largos deben almacenarse a 0-4 ©°C. En ocasiones,
inmediatamente después de la cosecha, se realiza un pre-enfriamiento con agua o
aire forzado para mantener la calidad del fruto. También se utilizan plasticos con
diferente permeabilidad gaseosa para limitar las pérdidas de peso del fruto y

realizar un envasado en atmdsferas modificadas (Moreno, 2001).

Fotografia 11: Cerezas “Skeena” (a) y cerezas “Prime Giant” (b) en el laboratorio de

Post-recoleccion. Fuente: S. Castillo.

El principal productor de cerezas a nivel mundial es Turquia (417.905 t),
mientras que Espafa (80.300 t) ocupa el quinto lugar, por detras de Italia (Tabla
2), siendo asi el segundo pais productor de la Unidon Europea. En Espafia, los
mayores productores de cereza en 2010 fueron Aragon, Comunidad Valenciana y

Extremadura.
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1.6.2. CIRUELO

La ciruela (Fotografia 12) es un fruto carnoso de endocarpo lenoso vy
aplastado que contiene una almendra amarga no comestible en su interior y el
color de la carne interior no suele corresponder con el del exterior. Las ciruelas
pueden dividirse en dos grupos: las ciruelas europeas (Prunus domestica Lindl) y
las ciruelas japonesas (Prunus salicina Lindl). La ciruela “Santa Rosa” que hemos
estudiado en el capitulo 4 pertenece a este ultimo grupo. El ciruelo europeo tuvo
su origen probablemente en la regién del Caucaso, difundiéndose después hacia
Europa y Asia. Por su parte, el ciruelo Japonés es originario de China, aunque se
ha difundido a partir de su cultivo en Japdén. Mas recientemente, el interés de este
cultivo en Estados Unidos llevd a la creacién de nuevas variedades, bien
difundidas en la actualidad en algunas regiones del area mediterranea (Moreno y

Negueroles, 2001).

Fotografia 12: Ciruela “Santa Rosa” en el laboratorio de Post-recoleccion. Fuente: S.

Castillo.

El ciruelo japonés es mucho menos exigente en horas de frio y, en general,
presenta fechas de floracidn mas tempranas. Por ello se adapta mejor a zonas
calidas, con menor riesgo de heladas primaverales. El ciruelo requiere,

preferiblemente, suelos fértiles, con buen drenaje, ligeramente calizos,
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exposiciones con buena iluminacién y aireacion, y cultivo en regadio o secanos

frescos.

Las ciruelas europeas se destinan principalmente a la industria del
desecado, mientras que las japonesas se destinan al consumo en fresco. Las
variedades mas usadas para este ultimo fin son: “Red Beaut”, “Golden Japan”,
“Santa Rosa”, “"Black Amber”, “"Black Gold”, “Black Diamond”, “Friar”, “Angeleno”

y "Autumn Giant” (Moreno y Negueroles, 2001).

La ciruela es un fruto climatérico, por lo que continda el proceso de
maduracion una vez recolectada. No obstante, hay que elegir bien las fechas de
recoleccion (mayo-septiembre) para que el fruto pueda alcanzar un contenido en
azUcares deseable para el consumo (Valero y Serrano, 2010). Las ciruelas que
van a circuitos de comercializacién mas largos deben almacenarse a 0-4 °C. En
ocasiones, inmediatamente después de la cosecha, se realiza un pre-enfriamiento
con agua o aire forzado para mantener la calidad del fruto. También es necesario
el mantenimiento de una elevada humedad relativa para evitar la deshidratacion

del fruto durante el almacenamiento (Moreno y Negueroles, 2001).

El principal productor de ciruelas a nivel mundial es China (5.664.826 t),
mientras que Espafia (192.000 t) ocupa el undécimo lugar, por detras de India
(Tabla 2), situandose como el tercer pais productor de la Unién Europea, por
detras de Francia e Italia. En Espafa, los mayores productores de cereza en 2010

fueron Extremadura, Comunidad Valenciana y Andalucia.

1.6.3. MELOCOTON Y NECTARINA

La aparicion del melocoton (Prunus persica) (Fotografia 13) en Espafia
coincide con la colonizacién romana, que extendid los frutales por Europa
Occidental. Los musulmanes continuaron con el cultivo de arboles frutales y a su
vez introdujeron otras especies. A principios del siglo XX se empiezan a
seleccionar genotipos de melocotonero a partir de poblaciones procedentes de
semilla y se fijan por medio del injerto. Aparecen plantaciones regulares de

melocotonero, un comercio apreciable e incluso se inicia la exportacion. La
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expansién de la superficie de cultivo, el aumento notable de la produccién y de las

exportaciones se produce a partir de 1970 (Badenes, 2001).

Fotografia 13: Melocotones en el laboratorio de Post-recoleccion. Fuente: S. Castillo.

La nectarina (Prunus persica var. nectarina) (Fotografia 14) es un fruto
derivado de la mutacidn de los melocotones comunes. El fruto es una drupa
(pericarpo membranoso, mesocarpo pulposo y endocarpo lefioso), de forma mas
o menos globosa con una linea de sutura y una cavidad alrededor del pedunculo.
Su piel es lisa, de coloracién atrayente, pulpa muy sabrosa y el hueso no esta

adherido a la pulpa.

Fotografia 14: Nectarinas en el laboratorio de Post-recoleccién. Fuente: S. Castillo.
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El melocotonero y el nectarino son frutales que se han adaptado a
numerosas condiciones ambientales con la excepcién de zonas muy frias o climas
tropicales. Se pueden cultivar en secano cuando la pluviometria es superior a 500
mm, sin embargo, los rendimientos en estas condiciones son muy bajos, por lo
gue se recomienda el cultivo en regadio. Se requieren suelos francos, bien

drenados y no calizos (Badenes, 2001).

Existen dos grupos de melocotones segun el tipo de fruto: los de pulpa
blanda y sin adherencia al endocarpio, destinados principalmente al consumo en
fresco, y los de pulpa dura y fuertemente adherida, los cuales, aunque también se
consumen en fresco, se destinan principalmente a la industria. Ademas, el
melocotonero es la especie de frutal de mayor dinamismo varietal, ya que cada
ano aparecen novedades en el mercado y la renovacion varietal es de las mas
rapidas. Debido a las caracteristicas climaticas y de produccion, la distribucion
varietal varia con el tiempo y con las areas de cultivo. Teniendo en cuenta estas
limitaciones, algunas de las principales variedades cultivadas son (Badenes,
2001):

« Andalucia Occidental, mas Almeria: grupo “Florida”, grupo “Crest”, “Silver
King”, "Armking” y “"Red Diamond”.

« Andalucia Oriental, excepto Almeria: “Catherina”, “Marujas”, serie “Baby
Gold” y "Amarillo de Agosto”.

« Aragon: variedades tipo “Crest”, “Merrii Gem Free”, “Redhaven”,
“Redglobe” y “Catherina”.

e Cataluna: “Springtime”, “Prime Rosa”, “Alexandra”, “Cardinal” y grupo
“Crest”.

e Murcia: grupo “Florida”, grupo "“Crest”, “Marujas”, “Paraguayos” vy
“Jerénimos”.

« C. Valenciana: grupo “Florida”, grupo “Crest”, “Silver King”, “Caldesi 2000”

y “Marujas”.

La recoleccion del melocotdn y la nectarina va desde abril a agosto, aunque
existen variedades tardias que se recolectan entre septiembre y octubre. Al ser
frutos climatéricos, para conseguir una mayor calidad de los mismos hay que

recolectarlos en el punto 6ptimo de maduracién y para ello se debe determinar el
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calibre, el color, la firmeza, los SST y la acidez titulable. Algunos estudios
realizados, han asociado una mayor calidad del fruto, y consecuentemente una
mayor aceptacion por parte de los consumidores, con un mayor contenido en SST
(Parker et al., 1991; Mitchell et al., 1990). La temperatura de conservacion del
melocotén y la nectarina debe estar entre -1 y 1 °C, aunque en funciéon de la
variedad y el tiempo que se desea conservar, puede variar entre 0 y 5 °C. Se
recomienda una humedad relativa de 90-95%. Se debe mantener la cadena de
frio y una buena recirculacién del aire dentro de la camara. La atmdésfera
controlada solo se utiliza en casos muy concretos y las condiciones son: 1,2% de
O, y 3-5% CO, (Badenes, 2001).

El principal productor de melocotones y nectarinas a nivel mundial es China
(10.828.348 t), mientras que Espana (1.134.750 t) ocupa el cuarto puesto, por
detras de Estados Unidos (Tabla 2), situandose como el segundo pais productor
de la Unidn Europea, por detrds de Italia. En Espafia, los mayores productores de
melocotén en 2010 fueron Aragdén, Catalufia y Murcia y los principales

productores de nectarina fueron Catalufia, Aragén y Extremadura.

1.6.4. UVA DE MESA

La uva (Fotografia 15) es un fruto carnoso, con una pulpa jugosa y dulce y
que nace apifiado en largos racimos compuestos por varios granos redondos o
alargados. Se cultiva en gran variedad de suelos, prefiriendo los sueltos y bien
drenados. Las parcelas en ladera, bien ventiladas, con inviernos suaves, veranos

calurosos y secos, y otofios suaves y secos son las mejores (Martinez, 2001).

En Espafa la uva de mesa se destina fundamentalmente al consumo en
fresco. Una pequefia cantidad de Moscatel de Mdlaga, se pasifica en Alicante y
Malaga y el destrio se destina a destilacién de alcohol (Martinez, 2001). Existen
variedades de uva de mesa apirenas (sin semillas) y con semillas. Dentro de las
apirenas las principales variedades son "“Sugraone”, “Flame”, “Centennial”,
“Dawn”, “Autum”, “Esmerald” y “Crimson”. Por su parte, las variedades con

semillas mas utilizadas son “Red Globe”, “Autum Black”, “Diamante” y “Victoria”.
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Fotografia 15: Uva "Crimnson” en la finca “Las Cabezuelas”. Fuente: S. Castillo.

La recoleccién de la uva (Vitis vinifera L.) en Espana se suele dar desde
mediados de junio a principios de diciembre. Las uvas, como otros frutos no
climatéricos, no maduran después de cosechadas, alcanzando el éptimo de
aceptabilidad en apariencia, sabor y textura mientras estan en la vid. Su indice de
madurez se ha basado, tradicionalmente, en el contenido de sélidos solubles
(°Brix) y en la acidez titulable. La apariencia es determinada principalmente por el
color. El grado estandar designa el porcentaje de bayas por racimo, el cual debe
mostrar una intensidad minima de color y cobertura (Nelson, 1979). Gran parte
de la produccién de la uva de mesa se comercializa nada mas recogida y
confeccionada, no obstante, cuando se producen picos en la produccion (octubre-
noviembre) se almacena en camaras frigorificas, empleando generadores de SO,
(Martinez, 2001).

La composicién de la uva varia segun se trate de uvas blancas o tintas. En
ambas destacan dos tipos de nutrientes: los azucares (siendo la glucosa y la
fructosa mas del 99% de los hidratos de carbono en el zumo de uva y
constituyendo del 12 al 27% del peso fresco de la baya madura) (Hofacher et al.,
1976) y las vitaminas (principalmente acido fdlico y vitamina B6). La fraccion
acida de las uvas esta formada principalmente por los acidos tartarico y malico,
constituyendo alrededor del 90% de la acidez total (Winkler et al., 1974).
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El principal productor de uva a nivel mundial es China (8.651.831 t),
mientras que Espafa (6.107.200 t) ocupa el cuarto puesto, por detras de Estados
Unidos (Tabla 2), situandose como el segundo pais productor de la Unidén
Europea, por detrds de Italia. El cultivo de la uva tiene una amplia tradicién en
Espafia y si bien en pequefas cantidades, se encuentra muy difundido por todas
las areas vitinicolas, es en las zonas interiores pero préximas a las costas de
Andalucia, Valencia y Murcia donde realmente ha adquirido un gran desarrollo y
donde se produce la uva de mayor calidad (Martinez, 2001). En Espafia, los
mayores productores de uva de mesa en 2010 fueron la R. de Murcia, la C.

Valenciana y Andalucia.

Tabla 2. Principales paises productores de cereza, ciruela, melocotén, nectarina y uva.

Produccion
Produccion | Produccion de Produccidn
Pais de cerezas de ciruelas | melocotones de uva
(toneladas) | (toneladas) | y nectarinas | (toneladas)
(toneladas)
Argentina - - 318.000 2.616.610
Chile 59.000 298.000 357.000 2.755.700
China - 5.664.826 10.828.348 8.651.831
Espafa 80.300 192.000 1.134.750 6.107.200
EE.UU. 284.130 492.964 1.255.090 6.777.730
Francia = 280.415 324401 5.848.960
Grecia - - 639.400 -
India = 200.000 = =
Irdn 255.500 269.139 500.000 2.255.670
Italia 115.476 207.497 1.590.660 7.787.800
Rumania 70.290 624.884 - -
Rusia 66.700 = = =
Serbia - 426.846 - -
Turquia 417.905 240.806 534.903 4.255.000
Ucrania 73.000 - - -
Uzbekistan 75.000 = = =

Fuente: FAOSTAT, base de datos de la FAO.
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1.7. MADURACION Y CALIDAD DEL FRUTO

1.7.1. FISIOLOGIA DE LA MADURACION

La maduracion de los frutos carnosos es un proceso genéticamente
programado que supone una serie de cambios en el color, aroma, sabor y textura
gue hacen que el fruto adquiera las caracteristicas apreciadas por los
consumidores. Sin embargo, desde el punto de vista botanico, la funcién del fruto
es la dispersion de las semillas, por lo tanto, la maduracion en los frutos carnosos
va encaminada a convertir al fruto en un dérgano atractivo para los animales, de
manera que llame su atencién para que éstos se lo coman y contribuyan a la
dispersiéon de semillas en sus heces. Por ello, la maduracién es un proceso
controlado que debe ocurrir cuando las semillas estan totalmente desarrolladas y
este control es hormonal. No obstante, las hormonas implicadas en el control de
la maduracién se sintetizan o cambian su concentracién en un momento
determinado debido a que los enzimas implicados en ello cambian su actividad.
En definitiva, hay sintesis de nuevos enzimas, lo que es un proceso regulado por
la expresion diferencial de ciertos genes implicados, por lo que se dice que la
maduracidon es un proceso genéticamente programado. Un caso excepcional son
los frutos partenocarpicos que no contienen semillas y se desarrollan de forma
natural en algunas especies sin un proceso de fecundacidn previo, pero
estimulado por diferentes factores, como las bajas temperaturas. Esta
particularidad ha sido aprovechada en agricultura para la seleccion de variedades
gue produzcan frutos sin semillas, que pueden ser mas atractivos para los
consumidores, tal es el caso de las variedades de naranjas, mandarinas o uvas
sin semillas o de los platanos, que todos los cultivados son partenocarpicos,

aunque la especie silvestre si que tiene semillas.

En cualquier caso, tanto en los frutos con semillas como en los
partenocarpicos, durante la maduracion de los frutos carnosos se producen
cambios en el color, debidos a la degradaciéon de clorofilas, y sintesis de otros
pigmentos como carotenoides y antocianinas, cambios en el sabor y el aroma
debidos a disminucién de &cidos organicos, aumento de azlUcares simples
(glucosa, sacarosa y fructosa), disminucién de almiddn, sintesis de compuestos

aromaticos, disminucién de la astringencia y se produce un ablandamiento por
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degradacion parcial de los componentes de la ldmina media y de la pared celular
primaria de las células que forman la parte carnosa del fruto, que son de tipo

parenquimatico (Valero y Serrano, 2010).

El control hormonal del proceso de maduracidon depende del tipo de fruto, y
en general, se distinguen dos grupos de frutos en cuanto a la fisiologia de la
maduracion: climatéricos y no climatéricos, segin que su maduracién esté
controlada o no por el etileno (Adams-Phillips et al., 2004; Barry y Giovannoni,
2007; Giovannoni, 2001).

Los frutos climatéricos son aquellos en los que la maduracién esta
controlada por la hormona etileno, una hormona gaseosa que se produce en
todos los tejidos vegetales y que tiene varios efectos en el desarrollo de la planta,
y concretamente en los frutos climatéricos estimula el proceso de maduracién, lo
acelera y provoca la abscisidon o caida del fruto. En estos frutos, un pequefio
aumento de la produccidon de etileno estimula su propia sintesis (produccion
autocatalitica) y una aplicacion de etileno exdgeno, les provoca un adelanto en la
maduracion, aunque una vez iniciada la sintesis autocatalitica de etileno, no
responden a posteriores aplicaciones. Asociado al pico de etileno se produce un
pico de respiracién que se conoce como respiracién climatérica. Asi pues, se
denomina climaterio al periodo durante el cual se producen los cambios
bioquimicos comentados anteriormente, que se inician por la produccion
autocatalitica de etileno, que sefiala el cambio de la fase de crecimiento a la fase
de senescencia, implica un aumento en la respiracion y conduce de forma
irreversible a la maduracién del fruto. Ejemplos de frutos climatéricos son:
melocotén, albaricoque, manzana, tomate, platano, kiwi, mango, etc. Esta
produccion de etileno asociada a la maduracién en los frutos climatéricos se
produce tanto durante su maduracion en el arbol, como después de la
recoleccion, siempre que la recoleccién se produzca en un estado pre-climatérico,

en el que el fruto ha adquirido su capacidad para madurar.

Los frutos no climatéricos son aquellos en los que la maduracién no esta
controlada hormonalmente por el etileno. En estos frutos no se produce aumento
en la sintesis de etileno asociado a la maduracién (no hay sintesis autocatalitica)

y hay una disminucién gradual de la respiracién y en general, los cambios
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bioquimicos son lentos durante el desarrollo y maduracion del fruto en la planta.

Son frutos no climatéricos los citricos, uvas, cerezas, fresas, pimientos, etc.

1.7.2. CALIDAD ORGANOLEPTICA, NUTRITIVA Y FUNCIONAL

El término calidad implica el grado de excelencia de un producto y su
adecuaciéon para un uso concreto. La calidad es una definicion subjetiva y
comprende un gran numero de propiedades o caracteristicas, entre las que se
incluyen propiedades organolépticas o sensoriales, como apariencia, textura,
sabor y aroma, propiedades nutritivas, debidas a los componentes quimicos del
producto que pueden ser usados en el metabolismo como fuente de energia o de
vitaminas y propiedades funcionales, que serian aquellas que aportan algun
beneficio al organismo relacionado con la prevencion de ciertas enfermedades o
con el mantenimiento del estado de salud en general (Abbott, 1999; Cruz-
Hernandez y Paredes-Lépez, 2012; Boeing et al., 2012). En cualquier caso, el
concepto de calidad depende del contexto, del producto alimenticio y de las
connotaciones socioculturales de los consumidores. Shewfelt (1999) sugirid que
las caracteristicas propias del producto determinan su calidad y que la percepcion

y respuesta de los consumidores determinarian la aceptabilidad.

Calidad organoléptica o sensorial

Los consumidores usan sus sentidos, vista, olfato, gusto, tacto e incluso el
oido, para evaluar la calidad y como resultado de todos ellos juzgan la
aceptabilidad del fruto o producto vegetal. No obstante, en investigacion y para
aplicaciones comerciales, se prefieren las medidas instrumentales a las
evaluaciones sensoriales, ya que las primeras reducen la subjetividad, son mas
precisas y traducen sus propiedades a un lenguaje comun para investigadores,
industria y consumidores. En este sentido, las técnicas instrumentales para
determinar la calidad sensorial de los frutos se han disefiado para imitar la
apreciacion humana, existiendo una relacién entre los atributos sensoriales
determinados analiticamente y la apreciacidon de los consumidores. Asi, el color se
detecta por medidas electromagnéticas, normalmente O&pticas, la textura

mediante propiedades mecanicas y el gusto y el aroma por propiedades quimicas.

-25-



\

e .59

y Wi,
Introduccion im
<, v

%, N
 Hers®

Por otra parte, los frutos son muy variables, por lo que la calidad de un
fruto individual puede ser muy diferente de la de otro, siendo esencial determinar
estadisticamente el nUmero de frutos y el nUmero de medidas por fruto que hay

que realizar para tener una media representativa.

Dentro de las propiedades responsables de la calidad sensorial de los frutos
esta incluida la apariencia, determinada por la forma, tamafio, color y ausencia
de defectos, el principal criterio que usan los consumidores para comprar 0 ho un
fruto. Esta apariencia estd determinada por un gran numero de factores que
concurren durante el cultivo, entre los que destacan factores bioldgicos
(microorganismos, insectos y otros agentes bioldgicos que causan plagas vy
enfermedades), factores fisioldgicos (como desequilibrios nutricionales y estado
de maduracion), factores culturales (clima, suelo, relaciones hidricas e intensidad
luminosa), dafios mecanicos y caracteristicas genéticas (Kays, 1999). Asi pues,
para cualquier producto vegetal se deben realizar las practicas culturales mas

apropiadas para conseguir la mejor apariencia posible.

Entre las propiedades sensoriales de los frutos quiza sea el color la mas
importante, ya que los consumidores establecen una clara relacion entre el color y
la calidad de un producto y ademas, es el primer atributo del producto que se
aprecia. El color se debe a la presencia de pigmentos, que segun su estructura
guimica se pueden agrupar en cuatro grandes categorias: clorofilas, de color
verde, carotenoides, de color amarillo, naranja y rojo, antocianos, con colores que
varian del rojo al azulado, y betalainas de color morado, mas o menos intenso
(Tanaka et al., 2008; Lightbourn et al., 2008).

La textura del fruto también es una cualidad muy importante, aunque a su
vez es dificil de definir, ya que depende de un amplio rango de atributos. Segun
Sams (1999) se puede definir como la sensacién general que se obtiene en la
boca al morder y masticar un fruto y que comprende caracteristicas mecanicas,
como dureza, crujibilidad y viscosidad, caracteristicas geométricas, como tamafio
y forma de las particulas y caracteristicas quimicas, como contenido en jugo y en
grasas. En definitiva, la textura depende de la estructura de las células que

forman un fruto, sobre todo de su pared celular, asi como de sus constituyentes
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bioquimicos y de su contenido en agua o turgencia. Ademas, las caracteristicas
mas apreciadas de textura varian con el tipo de fruto y con las preferencias del
consumidor, aunque en general, para la mayoria de los frutos los consumidores

prefieren una textura firme.

La firmeza de los frutos en el momento de la recoleccion depende de sus
caracteristicas genéticas y de su estado de maduracion, aunque también se ve
influenciada por factores ambientales y agrondmicos. Asi, por ejemplo, un exceso
de nitrégeno o de potasio puede disminuir la firmeza (Sams, 1999),
produciéndose el mismo efecto por las deficiencias de calcio (Serrano et al.,
2002; Serrano et al., 2004), mientras que un nivel relativamente alto de salinidad
haria aumentar la firmeza (Botella et al., 2000). Por tanto, un adecuado manejo
del cultivo serd fundamental para obtener frutos con la textura adecuada, lo que

repercutird en incrementar su calidad.

Finalmente, la composicion quimica, sobretodo en lo referente al contenido
en azucares, acidos organicos y en ciertos compuestos volatiles seran los
determinantes del sabor y del aroma (Shiratake y Martinola, 2007; Valero y

Serrano, 2010) y por tanto, de capital importancia en la calidad gustativa.

Calidad nutritiva

Los frutos carnosos, que son con los que se ha trabajado en esta tesis, en
general poseen un alto contenido en agua, préximo al 90%, aportan una cierta
cantidad de carbohidratos, fundamentalmente en forma de azlcares y son pobres
en proteinas y lipidos, por lo que aportan pocas calorias a la dieta. Sin embargo,
aportan sustancias minerales y una gran variedad de vitaminas, tanto
hidrosolubles como liposolubles, asi como de aminoacidos esenciales. Ademas son

fuente importante de minerales.

Calidad funcional

Ademas de las propiedades nutritivas comentadas anteriormente, los frutos
poseen también propiedades funcionales, que son aquellas relacionadas con la

disminucién del riesgo de padecer enfermedades o con el mantenimiento de un
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buen estado de salud (Boeing et al., 2012). En este sentido, al consumo de frutas
y hortalizas se le ha atribuido un fuerte efecto protector contra la aparicidon de
infarto (Kant et al., 2000; Bazzano et al., 2002; Engelfriet et al., 2010), asi como
en la prevencion de enfermedades de tipo coronario, del infarto isquémico
(Joshipura et al., 1999; Kang et al., 2006) y de ciertos tipos de cancer (Vainio y
Weiderpass, 2006). Ademas, como beneficio afadido, el consumo de frutas vy
hortalizas disminuye la presidon sanguinea (John et al., 2002). El Instituto
Nacional de Cancer y el Consejo de Investigacion Nacional de los Estados Unidos
han recomendado que como minimo se deben consumir cinco piezas de frutas y
hortalizas al dia (Thompson et al., 1999). Esta recomendacién también se impulsa
a nivel europeo y en los ultimos congresos de Postcosecha y de Tecnologia de

Alimentos, en los cuales siempre se aboga por esta linea.

¢Cuales son las razones por las cuales una dieta rica en frutas y hortalizas
previene todas estas enfermedades? Una posible razén del efecto que tienen las
frutas y hortalizas contra enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y
cancer, podria encontrarse en la presencia de ciertos fitoquimicos, que engloban
sustancias como ascorbato, carotenoides, tocoferoles y compuestos fendlicos, vy
gue presentan caracteristicas estructurales y potenciales redox que les hacen
efectivos en el combate contra los radicales libres de oxigeno a través de varios
mecanismos: inhibicion de radicales libres, descomposicion de perdxidos,
inactivacién de metales y captura de radicales de oxigeno (Haminiuk et al., 2012;
Fernandez-Garcia et al., 2012; Cruz-Rus et al., 2012; Avello y Suwalsky, 2006).

Concretamente, los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de
las plantas biosintetizados a partir de la ruta del acido siquimico y la ruta de los
fenilpropanoides (Dixon y Paiva, 1995). Estos compuestos son hidrosolubles, en
contraste con otros antioxidantes encontrados en frutos, como los carotenoides y
tocoferoles, que son liposolubles. Asimismo, tienen distintos mecanismos para
actuar como antioxidantes (Kalt et al., 2001): como atrapadores de radicales
libres, impidiendo la formacion del radical peréxido, como atrapadores de iones
metdlicos de transicién y trabajando junto con el ascorbato en la defensa

oxidativa.
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Hoy se sabe que ellos, o sus metabolitos, cruzan la mucosa intestinal y
acceden al interior de las células del organismo, contribuyendo a los mecanismos
de defensa antioxidante. No obstante, Duthie (1999), exponia que los compuestos
fendlicos eran absorbidos pobremente y rapidamente metabolizados, enfrentando
este efecto con el de la vitamina C, la cual exhibia una alta biodisponibilidad vy

por tanto se alzaba con el titulo del antioxidante hidrosoluble mas importante.

Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados de diferentes maneras, si
bien dada la complejidad del tema, no es posible una clasificacién perfecta y
exhaustiva de todos ellos. No obstante, se suelen clasificar generalmente en dos
grandes subgrupos: los no flavonoides y los flavonoides. Entre los no flavonoides
se encontrarian los ésteres de acidos hidroxicindmicos, entre los que destacan el
acido clorogénico, caféico, acido gadlico y elagico (dimero del acido galico),
formando parte estos dos ultimos de los taninos hidrolizables. Se incluyen
también en este grupo otros compuestos fenodlicos simples. Estos ultimos, y
sobretodo aquellos que son volatiles pueden contribuir al flavor de los alimentos y
a su aroma, como vainillina, isoeugenol, eugenol, siringol (Tomas-Barberan y
Espin 2001). Por otra parte, los flavonoides incluyen cuatro grandes familias: los
flavonoles, siendo los mas importantes el Kaempferol y la quercetina, los
flavonodnoles y flavonas, antocianos, chalconas y los flavanoles. Esta Ultima
familia incluye a los taninos condensados o procianidinas. A los polimeros de
flavanol o taninos condensados, se les denomina proantocianidinas o
procianidinas, debido a que en medio fuertemente acido dan lugar por hidrélisis a

cianidina (Zamora, 2003).

1.7.3. PERDIDAS DE CALIDAD EN POST-RECOLECCION

Los frutos carnosos poseen, en general, una vida corta post-cosecha
(Mitchell y Kader, 1989a) debido fundamentalmente al avance del proceso de
maduracion que conlleva a una sobre-maduracién, que reduce su calidad en un
tiempo relativamente corto, que dependera de la temperatura y otras condiciones
de conservacion (Kader y Mitchell, 1989). Ademas, los frutos pierden agua
rapidamente y se deshidratan, como resultado del proceso de transpiracion, que

consiste en el movimiento del vapor de agua desde el fruto al ambiente, y que
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depende de las caracteristicas de la superficie del fruto y de la humedad relativa,
velocidad del aire y temperatura de la camara de conservacion (Crisosto et al.,
1993; Mitchell, 1987; Mitchell y Kader, 1989b). Por otra parte, se producen
problemas de podredumbres debido al ataque de diferentes microorganismos,
que puede verse agravado en frutos sobremaduros o que hayan sufrido heridas

durante la manipulacion.

El estado de madurez del fruto en el momento de la recoleccion determinara
su calidad comestible, su susceptibilidad a dafos mecanicos y en general su
potencial vida util de comercializacion (Crisosto, 1994; Kader y Mitchell, 1989).
Asi, los frutos recolectados demasiado maduros seran incapaces de resistir las
exigencias de la comercializacién y seran susceptibles de ser atacados por
microorganismos que les causen podredumbres (Mitchell et al., 1991). Estos
frutos tendran una vida util post-cosecha bastante corta y desarrollaran sabores y
olores indeseables, ademas de una textura no adecuada. Por otra parte, los frutos
recolectados demasiado temprano seran incapaces de madurar y obtener su
mejor calidad de aroma y textura. Con el creciente volumen de frutos que se
comercializan en mercados lejanos, ha habido una tendencia a recolectar los
frutos poco maduros con la idea de que asi podrian soportar bien el transporte a
larga distancia. El resultado, a menudo, no ha sido satisfactorio, ya que tales
frutos son mas sensibles a deshidratarse y desarrollar la rotura interna de los

tejidos.

Las heridas en los frutos son debidas, aparte de al entorno natural, al
manejo en la recoleccién, el envasado, comercializacidon y transporte (Mitchell y
Kader, 1989b). Los dafios mecanicos son, posiblemente, la causa mas importante
de pérdida de calidad en los productos frescos por efecto indirecto de la creacion
de una herida en la superficie del producto (Valero y Serrano, 2010 Por tanto, se
debe monitorizar y supervisar todo el sistema para reducir los posibles dafos.
Esto incluye asesoramiento y supervisidon de los recolectores, los jefes de campo,

los obreros de las lineas de confeccién, los envasadores y los transportistas.

En la actualidad, después de la recoleccién, los frutos y otros productos
horticolas son sometidos a un proceso de conservacion, que dependiendo del

producto serd mas o menos largo, con el fin de disminuir las diferencias entre la

-30-



\

e .59

y Wi,
Introduccion im
<, v

%, N
 gers®

produccion y las necesidades del mercado en ciertos momentos. De esta forma se
consigue escalonar la oferta a los consumidores, adaptandose en lo posible a las
exigencias del mercado. El tiempo maximo de conservacién post-recoleccion
estard determinado por las caracteristicas intrinsecas del producto y por las

técnicas de conservacion empleadas.

1.8. TECNOLOGIAS DE CONSERVACION

1.8.1. CONSERVACION EN FRIO

La conservacion a baja temperatura es el método mas utilizado para
controlar la maduracidn de las frutas y mantener su calidad. La baja temperatura
disminuye la velocidad de las reacciones metabdlicas que tienen lugar en las
células, entre las que se incluye la respiracién, ademas disminuye Ila
transpiracion, reduce la incidencia de podredumbres debidas a patdgenos y
aumenta la resistencia a daflos mecanicos. Por otra parte, disminuye también la
sintesis de etileno y mas aun, baja la sensibilidad de los tejidos vegetales a esta
hormona (Agar et al, 2000; Nanos et al, 2002; Wills et al, 2001; Génard y
Gouble, 2005) con el consiguiente beneficio en retardar los procesos de
sobremaduraciéon y la pérdida de calidad asociada, con lo que se produce un
aumento considerable del tiempo de almacenamiento con una calidad éptima. En

los frutos no climatéricos se retrasa la senescencia.

Por otra parte, en la conservacién de los frutos a bajas temperaturas se
debe tener en cuenta el fendmeno del chilling injury (CI). El CI es un trastorno
fisioldgico que ocurre en frutos de origen tropical y subtropical, cuando se
almacenan a bajas temperaturas, normalmente inferiores a 10-13 °C. Ademas, en
algunos productos los efectos de los cortos periodos de exposicion a bajas
temperaturas pueden ser acumulativos. Sin embargo, el CI se desarrolla mas
rapido y mas intensamente cuando los frutos sensibles se almacenan a una
temperatura entre 2 y 10 °C que cuando se almacenan a 0 °C o menos, pero
siempre por encima de su punto de congelacion (Valero y Serrano, 2010). Por lo

tanto, la vida de almacenamiento maxima del fruto se puede lograr cerca o por
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debajo de 0 °C segun su contenido de sélidos solubles (Serrano et al., 1996;
Crisosto et al., 1999; Lurie y Crisosto, 2005).

Los principales sintomas producidos por CI en los frutos son lesiones
superficiales, picaduras, zonas hundidas y decoloracion (lo cual ocurre con mas
frecuencia en frutos con piel gruesa como los citricos), desecacién, pérdida de
agua, decoloracion interna, marchitamiento, harinosidad, pardeamiento de la
pulpa (especialmente en nectarinas y melocotones), rotura de los tejidos,
maduracion irregular o lenta, aceleracién de la senescencia y de la produccién de
etileno, acortamiento de la vida util del fruto, cambios de composicion que
afectan a sabor y la textura del fruto, pérdida de capacidad de
crecimientomaduraciéon y aumento de las podredumbres debido a la salida de
solutos hacia el exterior de las células, lo que fomenta el crecimiento de

microorganismos, especialmente de hongos (Valero y Serrano, 2010).

La deteccion del CI es muy complicada, ya que los sintomas suelen
aparecer cuando se extrae el fruto de la temperatura de refrigeracion y cuando
se expone a altas temperaturas y pueden tardar varios dias en desarrollarse o

incluso no llegar a hacerse visibles en la superficie del fruto.

1.8.2. COMBINACION DEL FRIO CON OTRAS TECNOLOGIAS

El almacenaje en frio no es suficiente para mantener la calidad de los frutos
el tiempo necesario para su transporte y distribucion en mercados lejanos, por lo
gue es necesario encontrar técnicas aliadas al frio con el objetivo de retrasar lo
maximo posible los procesos de deterioro, asi como evitar efectos indeseables que

el frio causa en los productos vegetales sensibles al CI.

De este modo, existen desde hace tiempo técnicas como las atmosferas
protectoras, entre las que se encuentran dos tipos de envases segun las
modificaciones que experimenta el ambiente gaseoso que rodea al producto:
atmodsferas controladas y atmdsferas modificadas. Las primeras consisten en la
sustitucion del aire por un gas o mezcla de gases cuya proporcién se fija de

acuerdo a las necesidades del producto y que se controla a lo largo del periodo de
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almacenamiento post-cosecha. Normalmente se mantienen niveles bajos de O, y
elevados de CO; en la atmodsfera en la que estda almacenado el fruto para evitar
podredumbres y aumentar la vida util. En general, se previene la senescencia del
fruto. A nivel comercial las atmdsferas controladas se aplican tanto para retardar
la maduracidon (Gobantes et al., 2001) y prolongar el periodo de conservacion,
como para acelerar los procesos metabdlicos (maduracion acelerada o
desverdizacion) con el fin de comercializar los frutos fuera de época (Kader,
1980). La eficacia de la atmdsfera controlada depende de factores intrinsecos
(especie, variedad, grado de madurez en recoleccion, etc.) y extrinsecos
(temperatura, nivel de CO,, O,, etc.). Por tanto es evidente que conocer los
“puntos criticos” (tolerancia), en funcién de la especie y la variedad, es

fundamental para optimizar los tratamientos (Richardson y Meheriuk, 1982).

La tecnologia de atmodsferas modificadas (MAP) consiste en empaquetar el
producto vegetal en films plasticos con una determinada permeabilidad a los
gases. Las frutas y hortalizas, continlan respirando después de la recoleccién,
con lo que se modifica la composicidn gaseosa del interior del envase. Los films
poliméricos, con permeabilidades selectivas al CO,, O, y vapor de agua permiten
establecer en el interior del envase atmodsferas empobrecidas en O, vy
enriquecidas de CO, por la propia respiracion del producto, asi como elevadas
humedades relativas. Estas condiciones retardan el desarrollo fisiolégico de la
maduracion y la senescencia y reducen radicalmente las pérdidas de peso,
manteniendo la calidad de los frutos durante mayores periodos de tiempo
(O'Beirne, 1990). Los films usados mas frecuentemente por MAP son polietileno
(PE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC) y poliestireno (Lange, 2000;
Artés-Hernandez et al., 2006; Rai y Paul, 2007).

Ademds de los envases ya descritos, también existe otra técnica de
conservacion basada en los envases activos. Estos tienen la finalidad de
aumentar la vida util del producto y mantener o potenciar sus propiedades
organolépticas. Este tipo de envase implica la utilizacion de agentes
antimicrobianos, absorbentes de humedad, oxigeno o de didxido de carbono,
emisores de etanol y captadores de etileno, entre otros. Los tratamientos
quimicos son otra técnica coadyuvante al frio. Los fungicidas e insecticidas se

muestran como tratamientos poco aceptados por el consumidor por su

-33-



\

e .59

y Wi,
Introduccion im
<, v

%, N
 Hers®

potencialidad tdxica. En este sentido el uso de cloruro calcico (CaCl,) o de
fitorreguladores naturales (poliaminas o acido giberélico) presenta mayores
ventajas, ya que al ser sustancias naturales no tendrian problemas de toxicidad
(Serrano et al., 2004).

Los choques térmicos con temperatura de 40-50 °C durante muy poco
tiempo han sido eficaces en controlar el desarrollo de hongos y parasitos, retardar
el ablandamiento, e incrementar la tolerancia a las bajas temperaturas (Paull,
1990).

En los tratamientos hipobaricos, una bomba de vacio evacua parte del
aire del recinto hasta alcanzar la presién deseada. La reduccion de la presion
parcial del aire disminuye la disponibilidad de oxigeno y, por tanto, las reacciones
de oxidacion y los procesos metabdlicos del alimento. Gracias a ello, la
maduracion y senescencia de los productos vegetales frescos se retrasan (Garcia
et al., 2006). Sin embargo, esta es una tecnologia costosa, usada solamente en

productos como las flores que permiten este coste afadido.

Otras tecnologias: ozono, SO,, irradiacion, etc., son tratamientos que se
aplican en casos especificos para el control de insectos, bacterias y hongos. No
obstante, a pesar de que se han realizado varios estudios de investigacion sobre
el uso de radiaciones para aumentar el tiempo de conservacion de los frutos, esta
técnica parece tener consecuencias no deseadas para la salud, por lo que su

aplicacion comercial no va a ser posible.

En el futuro, los tratamientos post-cosecha deberdan orientarse a
tecnologias poco agresivas, con productos naturales que no tengan efectos
perjudiciales para el medio ambiente ni para la salud de los consumidores. Por
otra parte, la produccién de plantas transgénicas también puede tener una
importancia notable en la post-recoleccién de productos vegetales

comercializados en fresco.
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1.9. PODREDUMBRES EN POST-COSECHA

Las pérdidas post-cosecha de frutas pueden alcanzar valores muy altos,
suponiendo mas del 25% de la produccion total de los paises industrializados y
mas del 50% en los paises en desarrollo, si el manejo post-cosecha y las
condiciones de almacenamiento no son éptimas (Gustavsson et al., 2011). Dentro
de estas pérdidas, las podredumbres de frutos causadas por hongos son las mas
importantes, llegando a alcanzar entre un 4 y 6% por enfermedades post-cosecha
(Vifias et al., 2006). Las podredumbres en los frutos son debidas al ataque de
diversos hongos patdgenos, debido fundamentalmente a la alta cantidad de
nutrientes que hay en el fruto, su elevado contenido de agua, bajo pH y porque,
después de la cosecha, los frutos han perdido la mayor parte de la resistencia
intrinseca que los protege mientras estan unidos a la planta (Droby et al., 1992).
En contraste a los patdgenos que atacan en el campo, la mayoria de los
patégenos de post-cosecha son saproéfitos. Estos son incapaces de penetrar
directamente a través de la cuticula de la fruta, por lo que requieren una herida
para su penetracion. No obstante, las podredumbres post-cosecha pueden ser el
resultado de una infeccion latente antes de la recoleccion o de contaminacion
durante la recoleccién o infeccién durante la manipulacién post-cosecha. Estas
infecciones pueden desarrollarse y manifestar los sintomas durante el
almacenamiento, transporte y comercializacién (Barkai-Goland, 2001). Un hecho
que a veces se pasa por alto por los productores y manipuladores de fruta, es que
los problemas de podredumbres estan relacionados con aspectos especificos de
campo. Por lo tanto, es necesario dar el primer paso para reducir las
podredumbres en post-cosecha antes de que los frutos sean recolectados.
Consciente de la importancia de estos procesos, la mayoria de las industrias
agricolas que se ocupan de los productos horticolas han desarrollado una serie de

pautas llamadas "Buenas Practicas Agricolas (BPA)".

Los patégenos que causan las enfermedades post-cosecha mas importantes
son de varias especies pertenecientes a los géneros Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Fusarium, Geotrichum, Gloeosporium, Mucor, Monilinia, Penicillium,
Rhizopus y otros géneros (Barkai-Goland, 2001). En concreto, los principales
hongos causantes de podredumbres en los frutos de hueso y uva de mesa son los

que se muestran en la tabla 3 (Coates y Jonson, 1980):
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Tabla 3. Principales hongos causantes de podredumbres en frutos de hueso y uva de

mesa.
Frutos de hueso Hongos
Podredumbre marrdn Monilinia spp.
Podredumbre por Rhizopus Rhizopus spp.
Podredumbre gris Botrytis cinerea
Podredumbre azul y verde Penicrllium spp.
Podredumbre por alternaria Alternaria alternata
Uva Hongos
Podredumbre gris Botrytis cinerea
Podredumbre azul y verde Penicillium spp.
Podredumbre por Rhizopus Rhizopus spp.

Las infecciones mas comunes entre los frutos de climas templados se
producen antes de la recolecciéon y permanecen quiescentes (inactivas o latentes)
desde la floracion, crecimiento y maduracion del fruto. El hongo coloniza el tejido
necrotico y luego permanece en reposo en la base del receptaculo floral. Varios
meses después, cuando los frutos se cosechan, las infecciones se desarrollan
como una pudriciéon en la base del pedunculo del fruto maduro. El proceso de
infeccion se inicia cuando los conidios germinan en la superficie del tejido del
fruto para producir un tubo germinal y un apresorio. El hongo puede cesar su
crecimiento después de la formacién del apresorio permaneciendo en un estado
inactivo hasta que se produce la maduracién del fruto y se dan las condiciones
ambientales especificas para su proliferacion. De esta manera el hongo reanuda
su actividad y coloniza el tejido del fruto, lo que lleva al desarrollo de los sintomas
tipicos de la podredumbre. Este tipo de infecciones inactivas pueden no ser
visibles en el momento de la recoleccién, sin embargo, los sintomas pueden
desarrollarse mas rapidamente después de la cosecha, sobre todo si las
condiciones de almacenamiento son favorables al desarrollo del patégeno, como

seria una elevada humedad relativa y una temperatura no demasiado baja.

Los patdgenos post-cosecha pueden infectar tanto a través de lesiones

superficiales o mediante aberturas naturales, como estomas y lenticelas. Las
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lesiones pueden variar en tamano desde microscopicas hasta claramente visibles

y pueden surgir de numerosas maneras:

+ Por daifos mecanicos, tales como cortes, abrasiones, lesiones y golpes
de presidbn que comunmente ocurren durante la recoleccién y el
procesado de la fruta (Jarimopas et al., 2009).

« Por lesiones causadas por insectos, que pueden tener lugar antes de la
cosecha y que aun no se detectan en el momento de la manipulacién,
pero proporcionan los sitios ideales de infeccién para muchos hongos
(Coates y Johnson, 1980; Ogawa, et al., 2000).

« Por tratamientos quimicos utilizados después de la recoleccién, como el
cloro, que puede producir lesiones si se aplican incorrectamente (Coates
y Johnson, 1980; LeBoeuf et al., 2005).

« Por lesiones fisioldgicas, como dafios por frio y dafios por calor que
pueden producir lesiones susceptibles de ser infectadas (Lim et al.,
2007).

e Por la presencia de etileno (Palou et al., 2003).

Las pérdidas post-cosecha producidas por podredumbres se pueden reducir
minimizando todos los factores comentados anteriormente, aunque en la mayoria
de los casos, esto no es suficiente, y el principal medio para controlar todas estas
enfermedades ha sido el uso de fungicidas sintéticos (Eckert, 1991). Sin embargo,
el uso de fungicidas post-cosecha esta cada vez mas limitado debido a los riesgos
ambientales y toxicoldgicos, y en algunos paises europeos, el tratamiento con

fungicidas en post-cosecha ha sido incluso prohibido (Adaskaveg y Férster, 2010).

1.9.1. PROBLEMATICA DE LOS FUNGICIDAS SINTETICOS

Para los patégenos de post-cosecha que infectan antes de la recoleccion, es
necesaria la aplicacion de fungicidas en campo. Esto puede implicar la aplicacién
repetida de fungicidas de contacto durante la estacién de crecimiento, y/o la
aplicacion estratégica de fungicidas sistémicos (Michailides y Manganaris, 2009).
No obstante, El calendario de aplicacion y el tipo de fungicida usado dependera

principalmente del patdgeno y de cuando se produce la infeccion.
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Las desventajas el empleo de los fungicidas superan a los beneficios,
debido al uso excesivo e indiscriminado de productos quimicos sintéticos. Por lo
tanto, las restricciones sobre su uso han evolucionado gracias a su
carcinogenicidad y teratogenicidad (Castro et al., 1999), la toxicidad residual alta
y aguda, largo periodo de degradacién, la contaminacion del medio ambiente
(Palou et al., 2008), los efectos en los alimentos (Unnikrishnan y Nath, 2002) y
los seres humanos (Lingk, 1991), el alto costo y el desarrollo de la resistencia a
los productos quimicos de uso comun (Reimann y Deising, 2000; Zahida y Masud,
2002). Por lo tanto, se han hecho esfuerzos para desarrollar estrategias
alternativas que sean seguras para los seres humanos y para el medio ambiente
(Wilson et al., 1999). Ademas, el uso repetido y continuo de fungicidas ha llevado
al desarrollo de cepas resistentes de hongos, haciendo a los fungicidas ineficaces
contra estas cepas (Brent y Hollomon, 2007). Debido al grave problema que
representan los residuos de productos quimicos para la salud humana, los
diferentes Estados y en especial los mas desarrollados han establecido una serie
de limites maximos de residuos (LMR) bastante restrictivos, en muchos casos por

debajo de los recomendados por el Codex Alimentarius (FAO/OMS).

La existencia de diferencias entre los Estados miembros de la UE con
respecto a los LMR permitidos representa en algunos casos una barrera para el
comercio, y en especial para las exportaciones de nuestra fruta al resto de los
paises de la UE. Para eliminar estos obstaculos y favorecer la libre circulacion de
mercancias, el consejo de la UE en la directriz 76/895/CEE de 2005 y modificada
por el Reglamento 839/2008 intenta uniformizar las legislaciones de los diferentes
Estados, objetivo que no se ha conseguido todavia, ya que queda por regular la
mayoria de los plaguicidas. Ademas, la aparicion de cepas patogénicas
resistentes, con el consiguiente incremento de las dosis de fungicidas, aumenta el
coste de la conservacion y el nivel de pérdidas por podredumbres y supone una

dificultad afiadida para la exportacion de estos productos (Vifas et al., 2006).

Ademas de los requisitos mas exigentes en la agricultura sostenible, la
gestion integrada de los cultivos y la produccién organica, han dado lugar a la
necesidad de desarrollar otros métodos para el control de las podredumbres post-

cosecha. El uso de métodos no quimicos, fungicidas no selectivos y tratamientos
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fisicos, como el uso de calor, el almacenamiento a baja temperatura, ha tenido un

exito significativo (Lurie, 2001).

Asi pues, para evitar el uso de fungicidas en post-cosecha y mantener la
resistencia al desarrollo de hongos causantes de las podredumbres de los frutos
durante la post-cosecha deben aplicarse una serie de medidas, tales como las que

siguen:

Control de las condiciones ambientales como son la temperatura,
humedad relativa y concentraciones de gases CO, y O, impiden el crecimiento y

proliferacién de podredumbres causadas por los hongos (Sugar, 2009).

Practicas higiénicas. Mantener la higiene durante el proceso de
manipulaciéon es crucial para minimizar las fuentes de indculos y reducir las
infecciones cruzadas. Entre estas practicas podemos encontrar varias como son:
reducir los restos de vegetales infectados; usar aguas de lavado frias y
desinfectadas; no utilizar herramientas, equipos y envases sucios; limitar los
dafios de los tejidos producidos por lesiones mecanicas, dafios fisioldgicos o

guimicos (de Reuck et al., 2008).

Tratamientos de calor. El calor aplicado a los frutos después de la
recoleccion es una herramienta de control para algunas enfermedades post-
cosecha. El calor mata a los patdgenos, sin embargo un exceso de éste puede ser

perjudicial para la fisiologia y calidad del fruto (Fruk et al., 2012).

Agentes de control biolégico. El uso de microorganismos antagonistas
es una oportunidad para el control de las enfermedades post-cosecha. Estos
microorganismos aislados (levaduras, bacterias) pueden proceder de diferentes
fuentes como de alimentos fermentados o superficie de hojas (Janisiewicz y
Korsten, 2002). La actividad antagonista de agentes de control biolégico ha sido
ampliamente demostrada. Los mecanismos de accién de la mayoria de los
agentes de control bioldgico de enfermedades post-cosecha son poco conocidos.
Se asume, generalmente, que implican una interaccién compleja entre el
huésped, el patdgeno antagonista y el medio ambiente, y pude tener los procesos

de: competicién por nutrientes y espacio, parasitismo y la produccién de enzimas
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liticas, induccion de resistencia y produccion de sustancias antimicrobianas
(Nunes, 2012).

Compuestos Naturales Algunos de los compuestos naturales mas
empleados para el control de las podredumbres en postcosecha han sido los
siguientes (Sharma y Pongener, 2010): compuestos aromaticos como
acetaldehido y hexanal, acido acético, jasmonatos, quitosan, aceites esenciales y
extractos de plantas, entre otros. Algunos de estos compuestos han sido
utilizados directamente sobre los frutos aunque no han tenido gran aceptacién por
parte de los consumidores debido a sus efectos adversos, tales como la deteccion
por parte de los consumidores de sabores extrafios y aromas indeseables. Se han
intentado desarrollar distintas matrices para posteriormente emplearlos como
recubrimientos o desarrollar envases activos (Valero et al., 2006; Pérez-Gago et
al., 2010; Contreras-Oliva et al., 2012).

1.9.2. POSIBLES ALTERNATIVAS CON COMPUESTOS NATURALES

Los efectos colaterales de los fungicidas sintéticos han hecho que se
busquen estrategias alternativas para conseguir la reduccion de pérdidas en post-
recoleccion sin que se ponga en peligro la salud humana. En este sentido, se ha
comprobado que varios productos naturales (particularmente de origen vegetal)
tienen poder antimicrobiano, son especificos en su accién y no son toxicos para el
consumidor ni para el medio ambiente, por lo que estan despertando un gran
interés. Entre estos compuestos naturales, se encuentran los aceites esenciales
sintetizados en las plantas aromaticas. Los aceites esenciales mas comunes, asi
como la descripcidon de los principales componentes utilizados en la industria
alimentaria y de las propiedades antioxidantes o antimicrobianas se han revisado

recientemente (Serrano et al., 2008).

Por otra parte, el Grupo de Investigacién de Post-recoleccién de la UMH
registré la Patente para el uso de Aloe vera como recubrimiento de frutas vy
hortalizas (Martinez-Romero et al., 2003c). Posteriormente demostré que las
cerezas “Starkin” y la uva de mesa “Crimson Seedles”, al ser recubiertas con gel

de A. vera, retrasaban los cambios relacionados con los procesos de maduracion.
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Asi, tanto en cerezas como en uvas se redujo la tasa de respiracion, se retrasaron
las pérdidas de peso y firmeza asi como la evolucion del color y el incremento en
el indice de maduracién (Valverde et al., 2005b; Serrano et al., 2006; Martinez-

Romero et al., 2006; Castillo et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

Habitualmente los cultivos tradicionales son tratados con diversos productos
guimicos de sintesis antes y durante la post-recoleccion, para asi evitar o reducir
el crecimiento de microorganismos. Sin embargo, cada vez es mas importante el
interés de los consumidores por alimentos de una excelente calidad organoléptica,
nutritiva y funcional, pero sin la utilizacién de compuestos de sintesis como medio
de conservacién para garantizar la seguridad. Ademas, se une la limitacién legal
de realizar tratamientos con fungicidas para el control de podredumbres por parte
de la Unidon Europea. En este sentido, los productores estdn obligados a
comercializar frutos de elevada -calidad, satisfaciendo las necesidades del
consumidor, alargar la vida util hasta la llegada a destinos lejanos, y trabajar con
tecnologias mas rentables y menos contaminantes, por lo que se hace necesario

disponer de alternativas rentables, naturales para el control de podredumbres.

En la actualidad el gel de Aloe vera se estd intentando emplear como
producto natural para aliviar y evitar enfermedades en humanos y animales,
muchas de ellas producidas por microorganimos (bacterias, levaduras y hongos)
por el poder antimicrobiano del aloe. Por otro lado, algunos compuestos del Aloe
vera poseen un contrastado valor funcional; en este caso habria que mencionar
las antraquinonas (compuestos con un alto poder antioxidantes), aminoacidos

libres y polisacaridos.

El objetivo global de esta Tesis Doctoral es obtener geles de aloe, que sea
aplicable antes de la recoleccion o en la post-recoleccion, con el fin de mantener la
calidad y control de podredumbres producidas por hongos de tipo filamentoso en
frutos de hueso y uva de mesa. Este gel natural podria servir como alternativa al
uso de los antifungicos quimicos o bien reducir las concentraciones en las que se

aplican.

Para alcanzar este objetivo global se pretende desarrollar los siguientes

objetivos concretos:
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Estudiar el efecto antifungico in-vitro del gel de Aloe vera sobre hongos
filamentosos, asi como su efecto antifingico en post-cosecha sobre fruta de

hueso.

Evaluar los efectos de los extractos de aloe aplicados en pre-cosecha a
melocotén, nectarina, cereza, ciruela y uva de mesa, sobre la aparicién de
podredumbres y los parametros relacionados con la calidad (organoléptica,

nutritiva y funcional) en el momento de la recoleccion.

Comprobar la eficacia del extracto de aloe aplicado en post-recoleccion, a
nivel fisioldgico, sobre los parametros de calidad, y sobre la incidencia de

podredumbres.

Caracterizar los geles de distintas especies de aloe (A. ferox, A. vera, A.
aristata, A. arborecens, A. spinosisima, A. striata y A. saponaria) a partir de
distintas épocas del afio y comparar su actividad antifungica frente a los
principales hongos causantes de las podredumbres que afectan a los frutos
de hueso y uva de mesa y relacionar la actividad antifungica de los

diferentes extractos con su contenido en fenoles y aloina.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Para alcanzar los objetivos propuestos, esta Tesis se ha estructurado en 5

capitulos, los cuales se describiran sucintamente a continuacion:

3.1.1. CAPITULO 1. EFECTO IN-VITRO E IN-VIVO DEL GEL DE Aloe vera
SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ESPECIES DE HONGOS

3.1.1.1 Experimento in-vitro

En este experimento se estudid el poder de inhibicidn in-vitro del gel de
Aloe vera in-vitro sobre los micelios de dos de los hongos mdas comunes en post-
recoleccion, Botrytis cinerea CECT2100 vy Penicillium digitatum CECT2954

(Coleccidén Espafiola de Cultivos Tipo).
3.2.2.2 Experimento in-vivo

En este experimento se evalud el poder antifungico en post-cosecha del gel
de A. vera solo o con la adiciéon de timol sobre dos variedades de nectarinas,
“Flavela” y “Flanoba”, infectadas con B. cinerea, P. digitatum y Rizopus stolonifer.
Ademas, se estudio el efecto del tratamiento con gel de aloe sobre los atributos
de calidad de estos frutos infectados. Para ello, se utilizaron diferentes técnicas
analiticas, tales como la medida de la pérdida de peso, la firmeza, el volumen de
infeccidn de los hongos inoculados en los frutos, la determinacion de la tasa de

respiracion y la produccion de etileno de las nectarinas.
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3.1.2. CAPITULO 2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE FRUTOS DE
HUESO, EN PRE-RECOLECCION, CON GEL DE Aloe vera SOBRE LA CARGA
MICROBIANA Y LA CALIDAD DE LOS FRUTOS EN EL MOMENTO DE LA
RECOLECCION

En este capitulo se estudia el efecto que el gel de A.vera tiene sobre la
carga microbiana de diferentes frutos de hueso en el momento de la recoleccidn.
Los frutos estudiados son dos de tipo no climatérico, como las cerezas de las
variedades “Prime Giant” y “Skeena”, y dos frutos climatéricos, como las
nectarinas de la variedad “Garofa” y los melocotones de la variedad “Reach Lady”.
Ademas, en este capitulo también se quiere analizar el efecto que estos geles de
A. vera tienen sobre diferentes parametros relacionados con la calidad del fruto.
Para estudiar dichos parametros se analizaron el color, la firmeza, los sdlidos
solubles totales (SST), la acidez titulable (AT) y el indice de maduracion (SST/AT)

de los frutos.

3.1.3. CAPITULO 3. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE UVA DE MESA, EN
PRE-RECOLECCION, CON GEL DE Aloe vera SOBRE SU CALIDAD EN EL
MOMENTO DE LA RECOLECCION Y DURANTE LA CONSERVACION

En este capitulo se estudia el efecto que el gel de A. vera, aplicado en pre-
cosecha, tiene sobre la contaminacién microbiana, aparicion de podredumbres vy
atributos de calidad de dos variedades de uva de mesa: “Autumn Royal” y
“Crimson”, bajo cultivo convencional y ecoldgico, respectivamente. Para analizar
los atributos de calidad se realizaron las siguientes determinaciones analiticas:
tasa de respiracién, firmeza, pérdida de peso, color, SST, AT, valoracién visual del

raspon.
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3.1.4. CAPITULO 4. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE CIRUELA Y
MELOCOTON, EN POST-RECOLECCION, CON GELES DE Aloe vera Y Aloe
arborescens SOBRE SU CALIDAD DURANTE LA CONSERVACION

El objetivo de este capitulo es analizar el efecto que los geles de A.vera y
A. arborescens aplicados en post-cosecha tienen sobre la evolucién de los
atributos relacionados con la calidad de la ciruela “Santa Rosa” y el melocotén
“Redhaven” durante 6 dias de conservacién a 20 ©°C. Para estudiar dichos
atributos se analizaron la tasa de respiracion, la produccién de etileno, la firmeza,

las pérdidas de peso, el color y el indice de madurez de los frutos.

3.1.5. CAPITULO 5. CARACTERIZACION DEL GEL DE OCHO ESPECIES DE
Aloe OBTENIDO EN DIFERENTES ESTACIONES DEL ANO

Este experimento tiene como finalidad caracterizar los geles estables
obtenidos a partir de distintas especies de Aloe (A. ferox, A. vera, A. aristata, A.
arborecens, A. spinosisima, A. striata y A. saponaria) y comparar su actividad
antifungica frente a los principales hongos causantes de las podredumbres que
afectan a los frutos de hueso y uva de mesa. Para ello, el capitulo se dividié en 2

experimentos.

3.1.5.1. Experimento I

El primer experimento del capitulo 5 consistié en estudiar las caracteristicas
de las hojas de 8 especies diferentes de Aloe recolectadas en 3 momentos
distintos del afo (invierno, primavera y verano). Las determinaciones que se
realizaron para ello fueron las siguientes: dimensiones de la hoja y rendimiento
del gel, y cuantificacién de la actividad antioxidante total, polifenoles totales,

concentracién de aloina, poliaminas, proteinas y lipidos totales en los geles.

3.1.5.2. Experimento II

El segundo experimento de este capitulo consistié en inocular en las hojas

de 8 especies diferentes de Aloe recolectadas en verano, varios hongos patdgenos
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comunes en los frutos (Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium
expansum y Penicillium italicum) para evaluar asi la capacidad de los distintos
hongos de crecer sobre las hojas de las distintas especie de Aloe, lo que reflejara
la actividad antifungica de las plantas de aloe. Ademas, se realizé una correlacion
entre la concentracién de aloina y el crecimiento de los hongos en las heridas

inoculadas.

3.2. MATERIAL VEGETAL

Aloe sp.

Durante la realizacion de esta Tesis se han utilizado 8 especies diferentes de
Aloe: Aloe arborescens Mill. (capitulos 4 y 5), Aloe aristata Haw (capitulo 5), Aloe
claviflora Strydenburg (capitulo 5), Aloe ferox Mill. (capitulo 5), Aloe mitriformis
Mill. (capitulo 5), Aloe saponaria Ait. (capitulo 5), Aloe striata Haw. (capitulo 5) y
Aloe vera L. (capitulos 1, 2, 4 y 5), las cuales han sido descritas anteriormente en
la introduccion. Estas especies han sido cultivadas en condiciones estandar en la
parcela ecoldgica de la Universidad Miguel Hernandez, en la Escuela Politécnica
Superior de Orihuela, Alicante, Espafia (Fotografia 16). Las plantas de 2 afios de
edad se trasplantaron a nuestra parcela en el afio 2008, dejando una separacion
entre plantas es de unos 50 cm y dotandolas con la proteccion de 2 laminas de
film de polietileno negro de 70 um de espesor para evitar el crecimiento de malas
hierbas. Ademas, la parcela cuenta con un sistema de riego por goteo bajo las
laminas de plastico, con un gotero autocompensante de 4 L/h por planta, en el
gue se aplicaba ademas la fertilizacién necesaria. El riego solo se utilizé durante
los primeros 6 meses después del trasplante (un riego de 3 horas cada 2

semanas) y en verano 2 veces al mes.

Las hojas seleccionadas para la obtencion del gel de las diferentes especies
de Aloe tenian 3 afios de edad, puesto que es en ese momento se consideran ya
adultas y la concentracidon de principios activos es mayor que en las hojas mas
jovenes. Las hojas se seleccionaron de forma homogénea y representativa en

cuanto a forma, peso, tamafio y color, desechandose aquellas que presentaban
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fisiopatias, dafos u otras alteraciones. El corte se realizd6 sobre las hojas mas
bajas, exteriores y mas préximas a la tierra, ya que, ademas de ser las hojas de
mas edad, de esta forma se dana menos la planta. Antes de cortar la hoja, ésta

se lavaba con una solucién de agua y etanol.

Fotografia 16: Parcela ecoldgica de distintas especies de Aloe en la Escuela Politécnica

Superior de Orihuela. Fuente: S. Castillo.

Una vez recogidas las muestras, se llevaron inmediatamente al Laboratorio
de investigacién del Grupo de Post-recoleccién del Departamento de Tecnologia
de Alimentos en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela. Una vez alli se

realizaron las operaciones que se muestran en el esquema 1.

El lavado de las hojas de aloe se realizé en un bafio con agua e hipoclorito
sodico (100 ppm) durante 5 minutos, para asi eliminar microorganismos y restos
de materia organica proveniente del campo. Una vez que las hojas estuvieron
lavadas y secadas, se pesaron individualmente para, posteriormente, obtener los
rendimientos de piel y pulpa. El peso se determind en una balanza marca Mettler

modelo PC-4400, con dos cifras decimales de precisiéon + 0,01 g.
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A continuacién, se realizd la separacién de la piel y la pulpa. Para esto se
empled un cuchillo afilado con el que se cortaron las hojas longitudinalmente
sobre una bandeja de gran tamafo (Fotografia 17) y, seguidamente, con una

cuchara, se raspd suavemente el mucilago hasta quedar completamente separado

del parénquima cortical o piel (Fotografia 18).

Fotografia 17: Corte trasversal de una Fotografia 18: Separacion de la piel y la
hoja de Aloe vera. Fuente: Propia. pulpa en una hoja de Aloe vera. Fuente:
Propia.

Posteriormente, se pesaron de forma individual la piel y la pulpa obtenidas
de cada hoja, con el fin de poder obtener los rendimientos de piel y pulpa. Se
continud cortando la pulpa obtenida, tras la separacién de las partes de la hoja,
en trozos muy pequefios para facilitar el posterior triturado. Tras el triturado se
realizé el filtrado de la pulpa. Una vez hecho esto, ya se pudo realizar la
caracterizacion de sélidos solubles, acidez y pH, las cuales explicaremos

detalladamente mas adelante (capitulo 5).

Una vez concluidas dichas determinaciones se siguieron dos procedimientos
distintos: por un lado, el gel de aloe obtenido se almacend en tubos Falcon que se
congelaron para posteriores extracciones y determinaciones de proteinas, lipidos,
aloina, fenoles, actividad antioxidante total y poliaminas. Para realizar los
tratamientos de campo (capitulos 2 y 3) y los tratamientos post-recoleccion
(capitulos 1 y 4) los geles de aloe se estabilizaron con acido fosfdérico, hasta

alcanzar un pH de 3,7, y un tratamiento térmico que consistié en introducir los
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geles de aloe en un autoclave Trade Raypa® R. Espinar, S.L. modelo a 70 °C

durante 1 minuto. Posteriormente los geles se congelaron a -20 °C para su
posterior uso.
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SELECCION DE LAS
HOJAS A CORTAR

LAVADO HOJAS
(metanol + agua)

Capitulo 5

CARACTERIZACION
(AAT, fenoles, lipidos, proteinas, aloina,
poliaminas sélidos solubles, acidez, pH,)

LAVADO HOJAS CORTADAS ::>
(Baiio 100 ppm hipoclorito) PESADO HOTAS ENTERAS

PIEL Y LA PULPA

SEPARACION MECANICA DE LA <:| SECCTIONADO LONGITUDINAL

DE LA HOJA

!

<:I OBTENCION DE GELES

Capitulos1,2,3y 4

ESTABILIZACION
DE LOS GELES

Correccién de pH a 3,7 con
dcido fosfdrico y tratamiento
térmico (70 °C, 1 minuto)

ENFRIAMIENTO RAPIDO

USO COMO RECUBRIMIENTO EN PRE- Y
POST-COSECHA

<:I CONGELACION

Esquema 1: Diagrama de flujo del proceso de obtencidn y caracterizacion de los geles de aloe.
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Ademas, también se utilizd en los capitulos 1, 2 y 3 un gel de Aloe vera
comercial obtenido a partir de plantas cultivadas en condiciones ecoldgicas,
adquirido en AVISA (Aloe Vera Internacional Sociedad Anénima, Fuerteventura,

Islas Canarias, Espafa) (Fotografias 19 y 20), y enviado a la EPSO en
condiciones de frio.

Fotografia 19: Parcela ecoldgica de A. vera en AVISA, Fuerteventura, Islas Canarias,

Espafia. Fuente: D. Martinez-Romero.

Fotografia 20: Hojas de A. vera ya recogidas en AVISA, Fuerteventura, Islas Canarias,

Espana. Fuente: D. Martinez-Romero.
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Frutos empleados: Cultivos

Para la realizaciéon de los diferentes experimentos que constituyen esta
Tesis se han utilizado distintas variedades de frutos. Todos ellos se recolectaron
en la zona del sureste espanol (Fotografia 21) Asi, en el capitulo 1 trabajamos
con 2 variedades de nectarina, “Flavela” y “Flanoba”, ambas suministradas por
la empresa “Frutas Esther” y cultivadas en la finca que dicha empresa tiene en
la localidad de Campotejar, Murcia, Espana (Fotografia 22 a y b). La finca se
encuentra situada a 38° 06' 53.06" Ny 1° 12' 54.16" S.

e e
'ﬁfnnl EARES

*  pdymapas.com

Fotografia 22a: Mapa de la Fotografia 22b: Mapa ampliado de
Regién de Murcia. Fuente: una zona de la Region de Murcia.
http://sovmapas.com Fuente: http://sovmapas.com
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En el capitulo 2, los frutos utilizados fueron dos variedades de cereza
(“Prime Giant” y “Skeena”), una variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de
melocotén (“Reach Lady”). Las cerezas nos fueron suministradas por la empresa
“Los Frutales” cuya finca se encontraba en el término municipal de Villena,
Alicante, Espafia (Fotografia 23 a y b). La finca se encuentra situada a 38° 35'
24.38" N y 0° 50' 45.68" S. Por otra parte, las nectarinas y los melocotones
procedian de “Frutas Esther”. Las nectarinas se recolectaron de la finca que la
empresa tiene en Campotejar, Murcia, Espafa (Fotografia 22 a y b), sin
embargo, los melocotones procedian de una finca que la empresa tiene en el
término municipal de Jumilla, concretamente en Ajunzalejo, Murcia, Espaia
(Fotografia 22 a y 24). Esta finca esta situada a 38° 19' 50.48" N y 10 19'
03.05" S.

Fotografia 23a: Mapa de la Fotografia 23b: Mapa ampliado de
Comunidad Valenciana. Fuente: la Comunidad Valenciana, provincia
http://www.comunidadvalencian de Alicante. Fuente: http://
a.net. www.comunidadvalenciana.net.
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Fotografia 24: Mapa ampliado de una Fotografia 25: Mapa ampliado de una
zona de la Regidon de Murcia. Fuente: zona de la Regidén de Murcia. Fuente:
http://sovmapas.com http://soymapas.com

En el capitulo 3 se emplearon dos variedades de uva de mesa. Por una
parte, utilizamos la variedad “Autumn Royal” en cultivo convencional en una
parcela comercial que la empresa “Frutas Esther” tiene en el término municipal
de Abaran, concretamente en La Estacion, Murcia, Espafia (Fotografia 24).
Esta finca estd situada a 38° 19' 50.48" N y 1° 19' 03.05" S. La variedad
“Crimson” se cultivé bajo cultivo ecolégico en el término municipal de Alhama de
Murcia, Murcia, Espafia, (Fotografia 25) en la finca “Las Cabezuelas”
(Fotografia 26), situada a 37° 48' 39.72" Ny 10 27' 22.93" S.

iR i

Fotografia 26: Finca “Las Cabezuelas”. Fuente: http://www.lascabezuelas.com/
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Finalmente, En el capitulo 4 se empled una variedad de melocotdn
(“"Redhaven”) y una variedad de ciruela (“Santa Rosa”). Los melocotones
procedian de la empresa “Frutas Esther”, concretamente de la finca que la
empresa tiene en Ajunzalejo, Murcia, Espafia (Fotografia 24). Por otra parte,
las ciruelas nos fueron suministradas por la empresa “Los Frutales” cuya finca se
encontraba en el término municipal de Villena, Alicante, Espafa (Fotografia
23b).

3.3. MATERIAL MICROBIOLOGICO Y LIOFILO

Las cepas usadas en el desarrollo de esta Tesis procedian de la Coleccion
Espafola de Cultivos Tipo y se encontraban liofilizadas y encapsuladas en
ampollas de vidrio (Fotografia 27). Primero se procedié a abrir las ampollas
realizandoles una ralladura mediante una lima. Con el fin de provocar la entrada
de aire lentamente al lidfilo, se calentd lentamente la punta de la ampolla y se
dejé caer unas gotas de agua estéril sobre la misma para que el vidrio se

resquebrajase.

Fotografia 27: Cepa de Botrytis cinerea CECT2100 liofilizada y encapsulada. Fuente:
S. Castillo.

Inmediatamente después de abrir las ampollas, se afiadié en condiciones

estériles 0,3 mL de medio liquido (agua de peptona) con una pipeta Pasteur y se
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resuspendid bien el lidfilo, evitando la formacion de burbujas de aire. Una vez
suspendido el cultivo se procedié a su dilucién con agua estéril hasta 10’ UFC
mL?. De esta dilucion, 1 mL se sembrd en placas de PDA con cloranfenicol
incubandose a la temperatura de 25 ©C. Por otra parte, la dilucidn restante se
prepard para guardarla como stock mediante la conservacion por congelacién.
Para ello se le afadid una mezcla de agentes crioprotectores previamente
esterilizados, los cuales fueron glicerol al 20% vy leche desnatada al 80%. La
mezcla de cultivo y agentes crioprotectores fue alicuotada en volimenes de 1

mL y conservadas a -80 °C.

3.4. TECNICAS ANALITICAS

3.4.1. PERDIDAS DE PESO

La determinacién del peso se llevdo a cabo mediante una balanza marca
Mettler modelo PC-4400, con dos cifras decimales de precision + 0,01 g. El peso
fue expresado en gramos. En el experimento de conservacién las pérdidas de
peso se calcularon en % con respecto al peso inicial de los frutos antes de la

conservacion que se consideré como el 100%.

3.4.2. FIRMEZA

La firmeza de los frutos se determind en los capitulos 1, 2, 3 y 4. Para ello
se utilizd un Texturémetro TX-XT2i® (Textura Analyzer, Stable Microsystems,
Godalming, UK) (Fotografia 28) que es valido para hacer ensayos de traccion,
compresién y flexidn, con una fuerza maxima de ensayo de 25 KN y una
precision en la medida de 0,5-1%. Esta maquina estaba conectada a un
ordenador personal para el procesado de datos. En todos los casos la firmeza se
determindé mediante un test de compresién, con el que se deformaba el fruto un
3% (nectarinas, cerezas, ciruelas y melocotones) o un 5 % (uva de mesa)
respecto a su didmetro ecuatorial. Se empleé como accesorio un disco plano de
acero, montado sobre el texturémetro. La velocidad de descenso del disco de

acero fue de 18 mm min’!, hasta alcanzar la deformacidn deseada del fruto. Los
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resultados se expresaron como la relacidon existente entre la fuerza necesaria
para conseguir la deformacidn mencionada y la distancia recorrida por el disco

plano para realizar de dicha deformacién (N mm™).

Fotografia 28: Texturometro TX-XT2i®. Fuente: S. Castillo.

3.4.3. COLOR

Esta medida se realiz6 en los capitulos 1, 2, 3 y 4. Se determind el color
en tres puntos, situados a 90° de la zona ecuatorial de cada fruto, mediante un
colorimetro triestimulo Minolta CR- 300 (Fotografia 29) y usando el Sistema
CIE Lab (L*, a* y b*). Este sistema de medida es el mas ampliamente conocido
ya que pretende acercarse mas a la percepcion humana del color. Aporta una
tripleta de coordenadas (L*, a* y b*) que permite situarse colorimétricamente
en un lugar del espacio. Estas coordenadas estan correlacionadas con tres
conceptos (indices) basicos que se pueden distinguir en toda apreciacion del

color, los denominados: luminosidad y cromaticidad (tono y croma).

El parametro L* indica la luminosidad del fruto, varia de 0 (negro) a 100
(blanco). Los parametros a* y b* indican la cromaticidad conjuntamente, a
representa el eje que va desde colores verdes (-a*) hasta colores rojos (+a*) y
b* representa el eje que evoluciona desde azul (-b*) hasta amarillo (+b*). Cada
color viene dado por tres valores de estas coordenadas, que representan un

punto en el espacio tridimensional (Minolta, 1994). Ademas se calculé el indice
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croma como V(a? + b?) y el angulo Hue, como arc tg b/a. En todos los casos los

datos son la media £ ES.

 ———

Fotografia 29: Colorimetro triestimulo modelo CR-300, utilizado para medir los

parametros de color. Fuente: S. Castillo.

3.4.4. DIMENSIONES DE LA HOJA Y RENDIMIENTO DEL GEL

Las hojas, se pesaron y los datos obtenidos se expresaron en gramos.
También se midid, con una regla y un calibre Vernier, la longitud de la hoja
(cm), la anchura en el centro de la misma y en la base del corte y el grosor (cm)
a la mitad de la hoja. Antes de cortar las hojas longitudinalmente (Fotografia
17) para separar la epidermis del parénquima (Fotografia 18), se eliminaron
las espinas presentes a lo largo de sus margenes. El parénquima fue triturado
para obtener un gel mucilaginoso que se filtré para eliminar la fraccion fibrosa.
El rendimiento del gel se expresé como porcentaje del gel obtenido con respecto
al peso de la hoja entera. Se analizd el pH del gel fresco (pH-metro Crison,
Espaina) y los sélidos solubles totales expresados en °Brix (Atago refractémetro,
Japon). A continuacién, el gel fue congelado con N, liquido y almacenado a -40 °

C hasta la realizacion de las siguientes determinaciones analiticas.
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3.4.5. TASA DE RESPIRACION

Esta determinacién se realizé en el capitulo 1, 2, 3 y 4. En el caso de las
nectarinas, melocotones y ciruelas, cada fruto se introdujo durante 1 hora en un
tarro de cristal de 0,5 L de volumen, cerrado herméticamente y con una
tapadera que disponia de una valvula (septum) de material elastdmero que
permitio las extracciones de 6 jeringuillas de 1 mL de aire de cabeza de cada
uno de los botes (Fotografia 30). Sin embargo, para las cerezas y las uvas se
introdujeron 10 frutos por tarro. Tres de las jeringuillas se usaron para
determinar la tasa de respiracion y las otras tres para cuantificar la tasa de

produccion de etileno.

El CO, producido como consecuencia de la respiracion se acumula con el
tiempo y puede cuantificarse mediante cromatografia de gases. En este
experimento se empled un cromatdgrafo de gases ShimadzuTM 14A (Kyoto,
Japon) (Fotografia 31), con un detector de conductividad térmica y una
columna de tamiz molecular 5A, 80/100 mesh (Carbosieve SII. Supelco Inc.,
Bellefonte, USA), de 2 m de longitud y 3 mm de didmetro. El horno y la
temperatura del inyector fue de 50 ° y 110 °C, respectivamente. Se utilizé helio
como gas portador a un caudal de 50 mL min . El pico de CO, se detectd por su
tiempo de retencidon, que en estas condiciones se encuentra entre 1,4 y 1,6
minutos. La concentracion ce CO, en las muestras tomadas de los botes, se
calculéd comparando el area de integracion del pico de la muestra, con la de un
patron de CO, de concentraciéon conocida, que en este caso fue el presente en la

atmosfera, de 0,036%.

Finalmente la tasa de respiracion se calculd conociendo el peso del
producto, el volumen del recipiente y la concentracién de CO,, después de un
determinado tiempo (60 minutos). Los resultados fueron la media £ ES y se

expresan como mg CO, kg™ h™.
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Fotografia 30: Ciruelas dentro de tarros herméticamente cerrados para medir la tasa

de respiracion y la produccion de etileno. Fuente: S. Castillo.

Fotografia 31: Cromatografo de gases ShimadzuTM 14A (Kyoto, Japon).
Fuente: S. Castillo.

3.4.6. PRODUCCION DE ETILENO

Esta determinacién se realizé en el capitulo 1, 2 y 4. Al igual que pasaba
en la tasa de respiracion, en el caso de las nectarinas, ciruelas y melocotones,
cada fruto se introdujo durante 1 hora en un tarro de cristal de 0,5 L de
volumen, cerrado herméticamente y con una tapadera que disponia de una

valvula (septum) de material elastdmero que permitié las extracciones de 6
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jeringuillas de 1 mL de aire de cabeza de cada uno de los botes. Sin embargo,

para las cerezas y las uvas se introdujeron 10 frutos por tarro.

El etileno se cuantificé utilizando un cromatografo de gases Hewlett-
PackardTM modelo 5890A (Wilmington, DE) (Fotografia 32) provisto de un
detector de ionizacién de llama (FID) y columna de acero inoxidable de 3 m de
longitud total y de 3,5 mm de diametro interno, con relleno de alimina de
80/100 mesh. La temperatura de la columna fue de 90 °C y la del inyector y el
detector de 150 ©C.

Fotografia 32: Cromatdgrafo de gases Hewlett-PackardTM modelo 58902
(Wilmington, DE). Fuente: S. Castillo.

El cromatdgrafo estaba conectado a un ordenador personal con un
programa informatico que registra los cromatogramas y los integra (cuantifica).
El etileno se identificé por su tiempo de retencidén en la columna, caracteristico
en estas condiciones (1,44 minutos) y por comparacién con cromatogramas
estandar obtenidos con etileno patrén de 10 ppm en nitréogeno. La emisién de
etileno se calcula conociendo el peso del producto, el volumen del recipiente, y
el tiempo que ha permanecido cerrado el recipiente (60 minutos). Los resultados

son la media + ES y se expresa como nL g™ h'',
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3.4.7. CONCENTRACION DE ALOINA

Se homogeneizd el gel de aloe en 25 mL de metanol (50% v/v) que
contenia 2 mL de HCI 0,1 N y 5 mM de NaF, utilizando para ello un Polytrond a
9500 rpm durante 2 minutos. Después de la homogeneizacién, las muestras se
sometieron a ultrasonidos a 10 °C durante 60 minutos y luego se centrifugaron
a 20000 xg durante 15 minutos en una centrifuga C30P CENTRIFUGE, B.Braun,
Biotech. El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro Millipore de 0,45 micras
para después inyectar 1 mL en un HPLC-DAD (Hewlett-Packard HPLC-1100
Series) (Fotografia 33), equipado con una columna C18-(C-610H Supelcogel,
30 cm x 7,8 mm, Supelco Park, Bellefonte, EE.UU.). La aloina se eluyé
isocraticamente con metanol-agua como fase movil (64:36 v/v que contenia
0,5% de &cido formico) a un caudal de 1 mL min™ y se detectd a la longitud de
onda de 254 nm. La recta de calibrado se realiz6 mediante el uso de aloina A
(barbaloina) estandar (Sigma, Madrid, Espafia) en concentraciones que fueron
desde 0 hasta 100 mg L (y = 4,71 x + 4,25, R = 0,9979). Los resultados se
expresaron como mg 100 g™ de peso fresco. Esta determinacién se realizé en el

capitulo 5.

Fotografia 33: HPLC-DAD. Hewlett-Packard HPLC-1100 Series. Fuente: S. Castillo.
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3.4.8. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE POLIAMINAS

De cada gel se tomaron 2 g que se mezclaron con 10 mL de acido
perclérico frio al 5%. Se afiadié 1,6 hexanodiamina (100 nmol g de tejido)
como estandar interno. Esta mezcla se homogenizé en un Politréon y a 9500 rpm
durante 2 minutos y se centrifugd durante 30 minutos a 20000 x g. Del
sobrenadante obtenido, se tomaron 2 mL para determinar las poliaminas libres
por benzoilacion, y los derivados se analizaron por HPLC de acuerdo con Serrano
et al. (2003). El sistema de elucién consistié en usar como disolvente MeOH/H,0
(64:36) con un caudal isocratico de 0,8 mL min™. Las poliaminas benzoiladas se
eluyeron a través de una columna de fase reversa (LiChroCart 250-4,5 um) y
fueron detectadas a una absorbancia de 254 nm. Se utilizé un procedimiento de
calibracion relativa para determinar las poliaminas de las muestras, utilizando
1,6 hexanodiamina como estandar interno y las curvas de calibracidon cubrieron
el rango de 1 a 320 nm. Estas fueron y = x + 10,66 170,00, R*> = 0,94 para la
putrescina, y = x 10,19 - 39,96, R? = 0,96 para la espermidina, y = 11,52 x -
4,32, R = 0,90 para la espermina. Los resultados se expresaron como nmol g*

de peso fresco. Esta técnica se utilizé en el capitulo 5.

3.4.9. CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS Y LIPIDOS TOTALES

La determinacion de proteinas totales se llevd a cabo en el capitulo 5.
Esta técnica consistié en centrifugar 5 g de los geles de aloe a 15000 x g
durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para la medida de las
proteinas solubles, de acuerdo con el método de tincidn de Bradford, utilizando
albumina de suero bobino (ASB) como estandar (Bradford, 1976). Las proteinas

totales se expresaron como g 100 g™ de peso fresco.

Los lipidos totales se determinaron en el capitulo 5 y consistio en lo
siguiente: se extrajeron segun Valero et al. (1990). Brevemente, se
homogeneizaron en un Polytrond 10 g de gel de aloe en 10 mL de
cloroformo:metanol:HCI 0,1N (200:100:1) y luego se afiadieron 10 mL de HCI

0,1N, justo antes de la centrifugacion (4000 x g durante 15 min). La fase
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organica superior que contenia los lipidos totales se recogié y se llevé a
sequedad en un bafio de agua a 60 °C bajo lavado continuo de N, gas. El
residuo se pesd y los lipidos totales se expresaron como g 100 g* de peso

fresco.

3.4.10. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

La actividad antioxidante total se cuantificdé en el capitulo 5 y se llevd a
cabo segun el método de Cano et al., (1998), adecuado posteriormente por
Cano et al., 2001, para la determinar la actividad antioxidante total (AAT) en la
fase hidrosoluble (FH) y en la fase liposoluble (FL). La extraccién para la
cuantificacion de la AAT se realizé de la siguiente manera: para cada una de los
geles de aloe se pesaron 5 gramos en un tubo de centrifuga y se anadieron 5
mL de Tampdn Fosfato mas 3 mL de etil acetato. Los tubos permanecieron en el
interior de una bandeja con hielo picado para evitar que las muestras se
degradaran. Las muestras se homogeneizaron en un Polytron® a 9.500 r.p.m
durante 60 segundos. Seguidamente se colocaron los tubos en la centrifuga
modelo C30P CENTRIFUGE, B.Braun, Biotech a 15.000 r.p.m. durante 20
minutos a 4°C. La centrifugacién fue necesaria para separar las dos fases de la
muestra para su posterior analisis. En ésta la fase liposoluble (FL) se encontraba
en la parte superior y la fase hidrosoluble (FH) en la inferior. Se extrajo 1 mL de
cada una de las fases mediante una pipeta y se fueron colocando en tubos
Eppendorf bien rotulados y diferenciados. De cada una de las extracciones se

tomaron dos Eppendorf: uno de la fase liposoluble y otro de la hidrosoluble.

Para la determinacién de la AAT en la FH (AAT-H) se introdujo, en dos
cubetas desechables, Tampdn Glicina-HClI 50 mM de pH 4,5 y se realiz6 el cero
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 730 nm. Seguidamente, se
extrajo del espectrofotometro una de las cubetas y se sustituyé por otra a la que
se le adiciond 30 puL de ABTS 5 mM, 30 pL de H;0, 0,5 mM y 25 puL de
peroxidasa “horse radish sigma” 5 uM y se midié la absorbancia en ese primer
instante, lo que se denomina absorbancia inicial. Por ultimo, se afiadié 20 pL de
extracto hidrosoluble y se midié igualmente la absorbancia cada 30 segundos

desde la adicién de la muestra hasta los 90 segundos. Con la adicidn de los
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antioxidantes que contiene la muestra, disminuyen los radicales ABTS® que se
habian generado previamente, por lo que se produce un descenso de la
absorbancia que es proporcional a la cantidad de antioxidantes presentes en la
muestra. Las medidas de absorbancia se Illevaron a cabo en un

espectrofotdmetro modelo U.V-1700 PharmaSpec (Fotografia 34).

Fotografia 34: Espectrofotdmetro modelo U.V-1700 PharmaSpec, utilizado para medir

la absorbancia. Fuente: S. Castillo.

La AAT de la FL (AAT-L) se cuantific6 de manera similar. Primero se
introdujo, en dos cubetas desechables, etanol absoluto y se realizé el cero en el
espectrofotdmetro a la misma longitud de onda que en el caso anterior.
Seguidamente, se extrajo del espectrofotdmetro una de las cubetas y se
sustituyd por otra en la que se adicionaron los siguientes compuestos: en primer
lugar, 50 yL de ABTS 5 Mm; 50 puL H,0, 0,5 mM, 25 pL de peroxidasa “horse
radish sigma” 5 uyM y 850 uL de etanol para que pudieran solubilizarse los
compuestos presentes en la fraccién liposoluble de los extractos. Una vez
introducido todo esto en la cubeta, se procedié a medir la absorbancia inicial.
Por ultimo, se anadid, a la cubeta que ya contenia la peroxidasa, 25 pL de
extracto liposoluble y se midié igualmente la absorbancia cada 30 segundos

desde la adicién de la muestra hasta los 90 segundos.
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En ambos casos la AAT se expresdé como equivalentes de Trolox por 100 g
de peso fresco, ya que este compuesto, un analogo estructural de la vitamina E,
es soluble tanto en disolventes organicos como inorgdanicos. Se realizaron rectas
de calibrado con cantidades conocidas de Trolox, tanto en medio de tampodn
glicina como en medio etandlico y se usaron para cuantificar la AAT en la FH y
FL, respectivamente. Para cada una de las extracciones la cuantificaciéon se
realizé por duplicado y los datos son la media + ES. En la figura 1 se muestran

las rectas de calibrado obtenidas para cuantificar la AAT en ambas fracciones.

0.7 F FH: y=0.1383 x + 0.0335; r* = 0.999

0.6 -

04 r

03

FL: y=0.093 x + 0.068; I* = 0.998

Descenso de absorbancia (730 nm)

0.1

Kg de Trolox en la cubeta

Figura 1: Rectas de calibrado para la cuantificacion de la ATT en la FH y la FL.

3.4.11. CUANTIFICACION DE LOS FENOLES TOTALES

La cuantificacidon de los fenoles se realizé en la fraccion hidrosoluble de los
extractos realizados para determinar la AAT. El método de cuantificacion
empleado fue el descrito por Wood et al. (2002), con ligeras modificaciones,
empleando una recta de calibrado construida con distintas concentraciones de

un patron que fue el acido galico. La ecuacion de la recta de calibrado que se
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empled es: y = 0.035x + 0.0087; r* =0.995. Siendo y las unidades de

absorbancia, x el acido galico (ug/cubeta) y r? 0,994.

0.9 |
0s | FH: y=0.035 x + 0.0078; r* = 0.995

0.7 ()

05
04 r

03|

Absorbancia (760 nm)

0.2 |

5 10 15 20

Figura 2: Recta de calibrado para la cuantificacion de los fenoles totales.

Se prepararon 2 tubos de ensayo por cada extraccidén. En cada uno de los
tubos, se afiadieron 2,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1/10 (100 mL de
Folin-fenol + 900 mL H,O ultrapura). A continuacién se afadieron, 200 puL de
extracto de la FH. Se afiadié tampdn fosfato 50 mM, pH 7,5 hasta completar un
volumen de 500 pL y se agitd. Al cabo de 2 minutos de reposo, la reaccién se
pard con la adicion de 2 mL de Na,COs se volvié a agitar y se introdujeron los
tubos de ensayo durante 5 minutos en un bafio a 50 °C. Finalmente se vertid
cada una de las muestras en cubetas y se introdujeron en el espectrofotémetro
modelo U.V-1700 PharmaSpec (Fotografia 34) donde la absorbancia producida
por la coloracién azul fue medida a 760 nm. Los resultados se expresan en mg
equivalentes de acido galico por 100 g de peso fresco y son la media + ES de las
determinaciones realizadas por duplicado en cada una de las extracciones

realizadas en cada muestra. Esta determinacién se realizé en el capitulo 5.
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3.4.12. SOLIDOS SOLUBLES TOTALES, ACIDEZ TITULABLE E INDICE DE
MADURACION

Los solidos solubles totales (SST) estan relacionados con el estado de
madurez del fruto y por tanto con el contenido en azucares. La medida del
contenido de SST se realizé en los capitulos 2, 3, 4 y 5, en el zumo filtrado de
los frutos o en el gel filtrado del aloe. La medida de los SST se trata de una
técnica basada en los distintos indices de refraccion de dos medios con distinta
concentracion de sustancias disueltas, zumo y agua destilada. Para ello se
empled un refractémetro digital Atago PR-101 (Atago Co. Ltd., Japdén) a 20 °Cy
los resultados fueron expresados en porcentaje y son la media £ ES de las
determinaciones realizadas en el zumo de cada variedad de fruta o en el gel de

aloe.

La acidez titulable se determin6 a través de wuna valoracion
potenciométrica mediante un pH-metro marca Metrohm 760 Sample Changer
(Masso Analitica, S.A., El Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia) de sensibilidad +
0,01 (Fotografia 35). Se valoré con NaOH 0,1 N hasta pH 8,1, utilizando 1 mL
de zumo de fruta o de gel diluido en 25 mL de agua destilada, y los resultados
fueron la media £+ ES y se expresan como g de equivalentes del &cido
mayoritario en cada producto vegetal, es decir, en equivalentes de acido malico
por 100 g™ peso fresco en melocotones, ciruelas, cerezas, nectarinas y geles de
aloe y en equivalentes de acido tartarico en la uva. Esta técnica analitica se

utilizé en los capitulos 2, 3, 4y 5.

Una vez obtenidos los valores correspondientes a los SST (°Brix) y de la
acidez titulable (g 100 g), se calcul el indice de madurez, esto es, el cociente
solidos solubles / acidez. Este parametro se relaciona con el grado de

maduracion real de los frutos y se determind en los capitulos 2 y 4.
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Fotografia 35: Phmetro Metrohm 760 Sample Changer para determinar la acidez.
Fuente: S. Castillo.

3.4.13. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS: VOLUMEN DE
INFECCION, CARGA MICROBIANA E INCIDENCIA DE PODREDUMBRES

El volumen de infeccidon se determind en las nectarinas estudiadas en el
capitulo 1. Para ello los frutos se cortaron longitudinalmente por la zona
infectada y a continuacién se midid el area y profundidad de infeccién. El
volumen se calculé mediante la aproximacién a la mitad de un elipsoide. Los

datos se expresaron como mm?y son la media + ES.

La carga microbiana se determind mediante el recuento microbiano de
aerobios y mohos y levaduras, en placas Petrifiim ™ (3M) (Fotografia 36). El
procedimiento a seguir para la preparacidén de las muestras es equivalente y sélo
difiere en el tipo de placa que se emplea, siendo de un tipo para mesofilos

totales y de otro para realizar recuentos conjuntos de mohos y levaduras.

En primer lugar se prepard el agua de peptona, medio empleado para
realizar las diluciones de las muestras. Para ello se pesaron 25,5 g de medio en
polvo y de disolvié en 1 L de agua. A continuaciéon se vertieron 9 mL en tubos de

ensayo y 90 mL en tarros de volumen apropiado y se esterilizaron a 121 °C
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durante 20 minutos en un autoclave Trade Raypa® R. Espinar, S.L. modelo
AES-28. Una vez el medio fue autoclavado, se conservd en refrigeracion hasta

Su uso.

. 22 Hv2 ez

Fotografia 36: Placas Petrifiim ™ (3M), utilizadas para el recuento microbiano. Fuente:
S. Castillo.

El recuento microbiano se realizd6 en cereza, nectarina, melocotén y uva
de mesa (capitulos 2 y 3 respectivamente), asi pues, al tratarse éstos de
alimentos sdlidos, fue necesario un tratamiento previo para liberar en un medio
fluido aquellos microorganismos que pudieran estar ocluidos en el fruto. Se
pesaron 10 g del fruto correspondiente y se introdujeron en una bolsa de
polietileno esterilizada junto a 90 mL de agua de peptona, de modo que se
obtuvo la diluciéon 10!, Seguidamente, se colocd la bolsa en un Stomacher
modelo Bag Mixer Interscience y se hizo funcionar durante 1 minuto. Una vez
transcurrido este tiempo, se tomé 1 mL de la bolsa con una punta de pipeta
esterilizada y se realizaron diluciones crecientes hasta 10™. Una vez realizadas
todas las diluciones, se procedié a la siembra, realizando un duplicado para cada
una de ellas. Las placas fueron introducidas en una estufa a 30 °C para
mesofilos aerdbicos totales y en otra a 25 °C para mohos y levaduras, siendo el

tiempo de incubacion de 48 a 72 horas para cada una de ellas.
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La incidencia o grado de podredumbre se cuantificd en la uva mediante
determinacion visual del nimero de granos con podredumbres en cada racimo
(capitulo 3) y los resultados se expresan como la media + ES del % de bayas

infectadas por racimo.

3.4.14. VALORACION VISUAL DEL RASPON Y DE LA MEDIA LUNA

Uno de los parametros mas importantes de calidad para las uvas es el
estado del raspén, en cuanto a desprendimiento del fruto, grado de turgencia o
marchitez y el color verde, puesto que éste es un componente significativo
cuando consideramos el racimo en su conjunto. Para llevar a cabo esta
evaluacion se disefid una escala subjetiva del estado del raspén compuesta por
cuatro estadios diferentes que se correspondian con una escala numérica en la
que se valoran los atributos de calidad del raspdén segun se indica en la Tabla 4,

y fue realizada por 4 jueces..

Tabla 4. Escala empleada para la valoracion de la calidad del raspdén de los racimos de

la uva de mesa

; Escala
Estado del pedunculo L
numerica

Verde turgente 5
Verde-Amarillo turgente 4
Amarillo-Marrén 3
Marrén oscuro 2
Gris muy seco 1

Cuando se habla de media luna en el grano de la uva, se refiere a la parte
donde el fruto se une al raspdén, es en esa parte donde aparece el ataque del
hongo en forma de media luna, dando el nombre a esta valoracién visual. Lo
gue hicimos para realizar esta valoracion fue contar las bayas afectadas por

racimo.
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3.4.15. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

En los experimentos realizados se ha utilizado un disefio completamente
aleatorio por separado. El efecto de los tratamientos realizados sobre las
diferentes variables determinadas se ha estudiado mediante Andlisis de la
Varianza. Cuando las diferencias inducidas por los diferentes tratamientos han
resultado ser significativas, las medias se han separado mediante el test de
Tukey. Todos los analisis se han realizado con el Software SPSS versién 11.0
para Windows. Se ha considerado diferencias significativas para P < 0,05. Las
correlaciones realizadas se efectuaron mediante el uso de SigmaPlot 11 para
Windows. El numero de frutos empleados y el nimero de determinaciones
analiticas realizadas para medir cada parametro se indican en el disefio

experimental en cada uno de los capitulos.
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4.1. EFECTO IN-VITRO E IN-VIVO DEL GEL DE Aloe vera SOBRE EL
CRECIMIENTO DE DIFERENTES ESPECIES DE HONGOS

4.1.1. INTRODUCCION

Durante siglos, la especie Aloe vera L. ha sido utilizada por diferentes
culturas como planta medicinal debido a sus propiedades terapéuticas. El gel de
aloe es el mucilago incoloro obtenido a partir de las células parenquimaticas de
las hojas frescas de esta especie. Actualmente, ademas de su uso en la industria
farmacéutica y cosmética, se esta prestando interés a su posible uso en la
industria alimentaria como fuente de alimentos funcionales, en la preparacion de
bebidas saludables, en leche, helados y golosinas (Eshun y He, 2004). Sin
embargo, las técnicas de tratamiento utilizadas para la obtencidon de gel de Aloe
vera son muy importantes para garantizar la calidad de los productos y para

mantener la casi totalidad de los componentes bioactivos (He et al., 2005).

El principal problema en post-cosecha de las frutas y hortalizas es su rapido
deterioro, siendo las principales causas las pérdidas de peso, cambios de color y
ablandamiento, los cuales van acompafados de aparicion de podredumbres,
debido principalmente a las especies de los géneros Penicillium, Botrytis y Monilia
entre otros (Valero y Serrano, 2010). La infeccion por estos hongos puede causar
grandes pérdidas econdmicas, a pesar de que la frecuencia y el grado de infeccidn
dependen del tipo de fruto. Dado que la aplicacién de fungicidas es muy
restrictiva, existe la necesidad de tener disponibles alternativas naturales a estos
fungicidas sintéticos. Esto, sumado a la creciente demanda por parte de los
consumidores de disponer de frutas y hortalizas seguras y de alta calidad, ha
aumentado los esfuerzos para desarrollar medidas de control alternativas o
complementarias. Entre estos métodos alternativos se incluyen la exposicion al
ozono (Palou et al., 2003), tratamientos térmicos, carbonatos y bicarbonatos
(Palou et al., 2002), agentes de control bioldgico (Obagwu y Korsten, 2003), luz
ultravioleta (Stevens et al., 2005) y los tratamientos con compuestos naturales
como jasmonatos o quitosanos (Tripathi y Dubey, 2004). Se ha mostrado un
especial interés hacia el uso de aceites esenciales como antimicrobianos

naturales. Algunos ejemplos de estos aceites que han mostrado una alta eficacia
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como agentes antimicrobianos son el carvacrol (Martinez-Romero et al., 2007),
timol, mentol y eucaliptol (Valverde et al., 2005a; Serrano et al., 2008), los
cuales mostraron una gran eficacia en la reduccién de podredumbres de uva de

mesa (Valverde et al, 2005a; Martinez- Romero et al., 2007).

Por otra parte, existen informes sobre la actividad antifingica que
presentan los extractos naturales de A. vera sobre enfermedades humanas
microbianas (Nidiry et al., 2011; Rosca-Casian et al., 2007). Sin embargo,
existen pocas evidencias del efecto de estos extractos de aloe sobre los hongos
responsables de las enfermedades en post-cosecha, ya sea in vivo o in vitro. En
los ultimos afos, han aparecido algunos estudios que tratan del efecto del gel de
Aloe vera aplicado en post-cosecha (Valverde et al., 2005b; Martinez-Romero et
al., 2006) para paliar las podredumbres causadas por hongos y levaduras. Sin
embargo, no se ha profundizado en el efecto que tienen los extractos de aloe al
ser aplicados sobre frutos infectados con hongos responsables de enfermedades

en post-cosecha y su relacién con la calidad.

Los objetivos de este capitulo son, primero, estudiar el efecto in-vitro de
diferentes concentraciones de gel de Aloe vera sobre la inhibicion de micelios de
dos de los hongos mas comunes responsables de las podredumbres de la fruta,
como son Penicillium digitatum y Botrytis cinerea. Segundo, evaluar el efecto
antifungico en post-cosecha del gel de A. vera con la adicién o no de timol sobre
dos variedades de nectarinas infectadas con B. cinerea, P. digitatum y R.
stolonifer. Ademas, se estudiara el efecto del tratamiento con gel de aloe sobre

los atributos de calidad de estos frutos infectados.

4.1.2. DISENO EXPERIMENTAL

4.1.2.1. Experimento in-vitro

El gel comercial de Aloe vera se adquirié en AVISA (Aloe Vera Internacional
Sociedad Andénima, Fuerteventura, Islas Canarias, Espafa) (Fotografia 37). El
gel se extrajo en condiciones asépticas usando la parte mucilaginosa de las hojas

de aloe y fue enviado al laboratorio en condiciones de frio.
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Fotografia 37: En AVISA, Fuerteventura, Islas Canarias, Espafia. Fuente: D.

Martinez-Romero.

Origen li6filo y su preparacion

Los hongos utilizados en este experimento fueron Botrytis cinerea CECT
2100 y Penicillium digitatum CECT 2954 (Coleccién Espanola de Cultivos Tipo)
cultivados en PDA bajo condiciones normales. Las esporas de B. cinerea y P.
digitatum se diluyeron con agua estéril hasta suspensiones de 10’ UFC mL™ y se
utilizaron como stock. 1 mL de la poblacién se cultivd en 20 placas de PDA
durante 14 dias a 25 °C para obtener el micelio homogéneo en la superficie de la

placa.
Tratamientos e inoculaciéon de los hongos

Pasados los 14 dias a 25 °C se realizé la siembra en disco (Fotografias
38, 39 y 40) que consistid en coger de estas placas infectadas por hongos,
discos de agar de 8 mm de didmetro y depositarlos en placas de PDA preparadas
en condiciones normales, pero a las que se habia afiadido 6 concentraciones
diferentes de gel de Aloe vera: 0 (ausencia de aloe, control), 1, 5, 25, 50 y 100
mL L. El gel de aloe se incorporé al PDA uniformemente por agitacidon cuando su
temperatura media fue inferior a 60 °C. Para cada concentracion y hongo se
utilizaron 60 placas, en las que se colocaron en el centro de cada una los discos
de 8 mm de didametro obtenidos a partir de los cultivos de hongos. Las placas se
incubaron durante 96 horas a 23 °C y diariamente se midid el diametro del

micelio y finalmente se calculd su superficie. Los resultados se expresaron como
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la media = ES del aumento de la superficie con respecto al dia 0. La recogida de
datos comenzd después de 24 horas de incubacién para obtener una medicidn
precisa. Para calcular la tasa de crecimiento, el aumento medio de diametro entre
dos dias consecutivos se dividid entre 24 horas y se expresd la velocidad de

crecimiento como mm hl.

Fotografia 38: Extraccion de un Fotografia 39: Extraccion de un
disco del medio de -cultivo. disco de Botrytis cinerea. Fuente:
Fuente: Propia. Propia.

Fotografia 40: Siembra en disco

completada. Fuente: Propia.

Analisis estadistico
Las correlaciones estadisticas se realizaron mediante regresion logaritmica

frente concentracién de Aloe utilizando SigmaPlot 11.0 de 2008 para Windows. El

ajuste de la ecuacidn fue evaluada por la determinacién del coeficiente r?.
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4.1.2.2. Experimento in-vivo

El experimento se realizd en 2010 con 2 variedades de nectarina (Prunus
persica L. var nectarina): “Flavela” y “Flanoba”. Ambas variedades se obtuvieron
por Philippe Buffat (PSB Produccion Vegetal SL) y fueron cultivadas por "Frutas
Esther SA" (Murcia, Espafia). Durante la etapa de maduracién comercial (segun el
tamano, el color y los sélidos solubles), se recolectaron manualmente unos 300
frutos para cada variedad y se trasladaron inmediatamente al laboratorio. Se
seleccionaron 195 frutos homogéneos en color, tamafio y exentos de defectos
visuales y heridas, y se dividieron aleatoriamente en 13 lotes de 15 frutos. Un
lote se utilizd para analizar las caracteristicas de la fruta en el momento de la
recoleccion. A los restantes se les aplicaron los siguientes tratamientos: 4 lotes
Control (sin tratamiento), 4 lotes se trataron con recubrimientos con gel de Aloe
vera y los restantes 4 lotes con un recubrimiento con gel de Aloe vera + Timol (1
mL L1).

Previamente a los tratamientos a cada fruto se le practicd una herida (2x2
mm) con una lanceta estéril para la posterior inoculacidn de los hongos
(Fotografia 41).

Fotografia 41: Realizacion de la herida en las nectarinas para la posterior inoculacion de

los hongos. Fuente: S. Castillo.

- 85 -



Origen liéfilo y su preparacion

Los hongos utilizados en este experimento fueron Botrytis cinerea CECT
2100, Penicillium digitatum CECT 2954 y Rhizopus stolonifer CECT 2344
procedentes de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo y cultivadas en PDA bajo
condiciones normales. Las esporas de los hongos se recogieron y se diluyeron con

agua estéril hasta suspensiones de 2500 UFC mL™ y se utilizaron como stock.
Preparacion del gel de Aloe vera

El gel de aloe utilizado en este experimento se prepard en el laboratorio de
Post-Recoleccion de la UMH. Las hojas de Aloe vera que se recolectaron tenian 3
anos de edad y procedian del huerto ecoldégico que la Universidad Miguel
Hernandez tiene en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela. Se utilizaron 20
hojas de las cuales, a partir del tejido parenquimatico, se obtuvieron 6 L (75% de
rendimiento) de gel de A. vera. El gel tenia las siguientes caracteristicas: pH =
5,3 £ 0,15, © Brix = 1,15 + 0,07 y acidez = 0,053 + 0,02 g 100 g equivalentes
de acido malico. El gel se estabilizé mediante la reduccion del pH a 3,75 con acido
fosférico y luego se calenté a 80 °C durante 10 segundos. De estos 6 L de gel
estabilizado, 3 L se utilizaron para el tratamiento de las frutas con Aloe vera y a
los otros 3 L se les afiadié timol a una concentraciéon de 1 ml L. El timol (99,5%

de pureza) se adquirié de Sigma (Sigma-Aldrich, Madrid).
Tratamientos e inoculacion de los hongos

Las nectarinas fueron tratadas por inmersion en la solucion del gel
correspondiente durante 10 minutos (Fotografia 42). Transcurrido este tiempo
se sacaron y se dejaron secar a temperatura ambiente. Pasadas 24 horas, a cada
fruto se le inoculé (en la herida realizada con anterioridad) 20 pL de los hongos
en stock (=50 esporas) a 2 mm de profundidad. Todas las frutas, ya fueran
control o tratadas e inoculadas o no, se mantuvieron en condiciones controladas
en una camara a 25 °C y una humedad relativa de 85% durante 6 dias. Pasado

este tiempo se procedid a realizar las determinaciones analiticas: evaluacién del
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grado de infeccidn, tasa de respiracidn, produccion de etileno, firmeza y pérdida
de peso.

K

Fotografia 42: Nectarinas sumergidas en una solucidén de gel de A. vera. Fuente: S.

Castillo.

Analisis estadistico

Los datos de las determinaciones analiticas se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA). Las fuentes de variacién fueron cada uno de los distintos
tratamientos, el tipo de hongo y el almacenamiento. Todos los andlisis se
realizaron con el programa estadistico SPSS, paquete de software version 11.0
para Windows (SPSS, 2001). Los modelos estadisticos se realizaron usando
procedimientos de regresion lineal y no lineal (SigmaPlot 11.0, para Windows
2004). El ajuste de la ecuacion se evalud mediante la determinacion de
coeficiente r.

4.1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.3.1. Experimento in-vitro

La inhibicion del crecimiento de los dos hongos en las placas en funcion de

las distintas concentraciones del gel de aloe afiadido al PDA se muestra en la
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Figura 3. El crecimiento del micelio en las placas control fue mayor para B.
cinerea que para P. digitatum, llegando a alcanzar, después de 96 horas de
incubacién, dreas de aproximadamente 6.000 y 1.200 mm?, respectivamente. En
ambos casos, cuanto mayor fue la concentracidon de gel de A. vera menor fue la
superficie de micelio. Sin embargo, este efecto inhibitorio fue mayor para P.
digitatum que para B. cinerea en cualquiera de las concentraciones de aloe. Asi,
por ejemplo, después de 72 horas de incubacién, con la dosis de 1 mL L* se
produjo una inhibicion del 12% para P. digitatum (Figura 3a), en comparacion
con el 2,5% obtenido para B. cinerea (Figura 3b), mientras que utilizando la
concentracién mas alta (100 mL L) los porcentajes de inhibicién fueron de 99 y
87% (Fotografia 43), respectivamente. De estos resultados se deduce que el
efecto inhibidor del gel de aloe sobre el crecimiento de hongos depende de la
especie de los mismos. En otros trabajos se ha encontrado que los extractos de
aloe son mas eficaces contra Fusarium moniliforme que contra Aspergillus niger o
Cladosporium herbarum (Ali et al., 1999), mientras que Saks y Barkai-Golan
(1995) encontraron un efecto inhibitorio similar para P. digitatum, Alternaria
alternata y B. cinerea que fue significativamente mas elevado que el obtenido
para P. expansum. Ademas, se han descrito diferentes efectos inhibitorios contra
especies del mismo hongo. Por ejemplo, Saks y Barkai-Golan (1995) lograron
290% de inhibicidon del didmetro de colonia de B. cinerea, con una concentracion
de gel de Aloe vera de 10 ml L', mientras que en nuestro experimento se obtuvo
una reduccién similar con 100 ml de L*! (10 veces mayor). Estas diferencias
sugieren que las condiciones ambientales y agrondmicas de crecimiento de la
planta de Aloe vera, asi como los procedimientos para obtener los geles, serian

factores importantes para determinar su eficacia antifungica.
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Figura 3. Evolucién de la superficie del micelio de discos de P. digitatum (a) y B. cinerea

(b) en PDA incubadas con diferentes concentraciones de gel de Aloe vera a lo largo del
la media + ES.

tiempo de incubacién a 23 °C. Los datos son

Fotografia 43. Efecto de inhibicion del

crecimiento de B. cinerea con distintas

concentraciones de A. vera afiadidas al PDA (A: control; B: 1 mL L?; C: 5 mL L?; D: 25
mL L; E: 50 mL LY F: 100 mL L'!) después de 72 horas de incubacién a 23 °C. Fuente:

S. Castillo.
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La tasa de crecimiento (mm h™') de ambos hongos se mantuvo constante
en el tiempo (de 24 a 96 horas) en todos los casos, aunque fue dependiente de la
concentracién de aloe, incluido el control, y las especies de hongos (Figura 4).
Ademas, para lograr una reduccién de 1-log en la tasa de crecimiento de P.
digitatum fue necesario una concentracidon de 64 mL L', mientras que para
obtener el mismo efecto en el caso de B. cinerea fue necesario emplear una
concentracién superior a 180 pL/L, como puede calcularse a partir de la figura 4
sobre la tasa de crecimiento de hongos. Por otra parte, para reducir 1-log la
superficie del micelio fueron necesarios 29 mL L™* para P. digitatum y 2,5 veces
mas para B. cinerea tomando los datos del tamafio de los discos a las 72 horas,
ya que después de 96 horas el crecimiento de B. cinerea ocupd casi toda la placa

(Figura 5).

Tasa de crecimiento (mm h'l)

oL+ 4 =
| e P.digitatum logy =-0.015x - 0.33 ’=0.983
} } ® B. cinere‘a logy= -0.005‘th - 0.01 r*=0.997 }
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
oo+ N t+——————— —i

Concenracién de aloe (mL L™

Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de gel de Aloe vera en la tasa de
crecimiento del didmetro del micelio de Penicillium digitatum y Botrytis cinerea. Se
muestra la media del incremento del diametro entre dos dias consecutivos a lo largo del

experimento.
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Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de gel de Aloe vera en la superficie del
micelio de Penicillium digitatum y Botrytis cinerea. Se muestran los datos después de 72

horas de incubacidn.

Los resultados de este experimento muestran que el gel de A.vera
comercializado por AVISA, podria usarse como un tratamiento para inhibir el
crecimiento de estos hongos, aunque la concentracidon necesaria seria 3 veces
superior para inhibir B. cinerea que para inhibir P. digitatum. Los principios
activos responsables de la actividad antifingica del A. vera no se conocen con
exactitud, aunque se ha puesto de manifiesto que algunas moléculas presentes en
varias especies de Aloe sp, como aloe-emodina y aloina, tienen actividad
antifUngica frente a Aspergillus sp, Fusarium sp y Cladosporium sp (Ali et al.,
1999). El compuesto aloe-emodina también se ha aislado de extractos de semillas
de Cassia tora. y se ha descrito como antiflingico frente a una amplia gama de
hongos incluyendo B. cinerea (Kim et al., 2004). Por lo tanto, teniendo en cuenta
los resultados obtenidos, los anteriores compuestos, junto con otros no

identificados, podrian ser antifingicos para los dos hongos estudiados.
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4.1.3.2. Experimento in-vivo

Evaluacion del grado de infeccion de las nectarinas

Pasados 6 dias desde la inoculacion de los hongos y la incubacién a 25 °C,
el volumen infeccion en las nectarinas era claramente diferente dependiendo de la
especie de hongo y del tratamiento aplicado (Figura 6). R. stolonifer mostro el
mayor volumen de infeccién en los 3 tipos de tratamiento (control, A.vera y
A.vera + timol), seguido por B. cinerea y P. digitatum, para los cuales este valor
fue de aproximadamente 6 veces menor que para R. stolonifer. Sin embargo, las
nectarinas a las que se aplicaron los tratamientos con gel de aloe (con o sin la
adicién de timol) presentaron una infeccién significativamente menor
(aproximadamente 2-3 veces) que las no tratadas. También se observd que la
adicion de timol no redujo significativamente el volumen de la infeccion causada

por estos hongos, comparado con el efecto del gel de A. vera solo.

14000 - F 14000
Flavela Flanoba

12000 -4 F 12000
I Control ﬁ I Control L 10000
I Aloe vera I Aloe vera —~
[ Aloe vera + Timol f [ Aloe vera + Timol
5000 A - 5000

10000 -
@

4000 A -—l- r 4000

3000 - r 3000

2000 A r 2000
1000 A F 1000
N - 1 I ml,

B. cinerea P. digitatum R. stolonipher B. cinerea P. digitatum R. stolonipher

Volumen de infeccion (mm
H
Volumen de infeccién (mm

Después de 6 dias a 25 °C Después de 6 dias a 25 °C

Figura 6. Efecto del gel de A. vera y A. vera mas timol sobre el volumen de infeccion
causado por R. stolonipher, B. cinerea y P. digitatum en las dos variedades de nectarinas.

Los datos son la media *+ ES.
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En el experimento in-vitro se ha visto que el gel de Aloe vera comercial
redujo el crecimiento del micelio de Botrytis cinerea y Penicillium digitatum en
placas con PDA, obteniendo una mayor eficacia para este Ultimo. En este
experimento in-vivo se ha demostrado que el gel de Aloe vera obtenido por
nosotros de la plantacidon de la UMH (solo o con la adicién de timol) fue eficaz en
la reduccion de las podredumbres en las dos variedades de nectarina inoculadas
con Rhizopus stolonipher, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum. Aunque la
velocidad de crecimiento de los hongos fue diferente para cada uno de ellos, los
efectos de ambos tratamientos fueron similares en términos de reduccion de la
incidencia de las podredumbres (entre 50-70%, dependiendo de la variedad de
nectarina y el tipo de hongo). En trabajos previos se ha comprobado que el gel de
Aloe vera fue eficaz en la reduccion de la contaminacién fungica (menor recuento
de aerdbios meséfilos y mohos y levaduras) y en la reduccién de la aparicidon de
podredumbres cuando fue aplicado en post-cosecha sobre uva de mesa (Valverde
et al., 2005b) y cerezas (Martinez-Romero et al., 2006). Recientemente, Nidiry et
al. (2011) han indicado que las antraquinonas predominantes (aloina y aloe-

emodina) podrian ser importantes compuestos antifungicos.

Tasa de respiracion y produccion de etileno

El dia de la recoleccién la produccién de etileno era de 1,36 = 0,33 y 0,37
+ 0,11 nL g*! h' para las variedades “Flavela” y “Flanoba” respectivamente.
Después de 6 dias de incubacién, la produccién de etileno aumentd en todas las
nectarinas, aunque los frutos tratados con gel de Aloe vera sin o con timol
tuvieron una produccion de etileno significativamente menor que las nectarinas
control (Figura 7). Ademas, la tasa de produccion de etileno fue diferente segun
la variedad, alcanzando los frutos control de la variedad “Flavela” valores
proximos a los 5 nL g* h™!, mientras que en la variedad “Flanoba” fueron de ~10
nL g* h. La inoculacidon en los frutos de los 3 tipos de hongos aumentd
significativamente la produccion de etileno en ambas variedades, presentando las
nectarinas no tratadas e inoculadas con B. cinerea las tasas mas altas de
produccion de etileno, seguido de las inoculadas con P. digitatum y R. stolonipher.
Por otra parte, la produccién de etileno fue significativamente menor en los frutos

tratados con aloe, no existiendo diferencias significativas entre los tratamientos
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con gel solo o con gel mas timol. Las regresiones lineales entre el volumen de la

infeccién y la produccién de etileno, revelaron una alta correlacién (r’= 0.93-

0.99) entre ambos parametros, en las dos variedades de nectarina y con las 3

especies de hongos inoculadas, aunque la pendiente de la recta de regresion fue

significativamente mayor para R. stolonipher que para B. cinerea y P. digitatum

(Figura 8).
EE Control Flavela | s Control Flanoba
I Aloe vera I Aloe vera
30 1 [ Aloe vera + Timol [ Aloe vera + Timol - 30
25 1 F 25
A ol
‘_f 20 - 20 ‘_I.'C
(o)) [@2]
< T [ I
) 2
3 15 A1 r 15 3
i m
10 4 - 10
5 A ij rS
_ I ﬂ ﬂ ﬂ - L

Dia 0 Control R. stolonifer B. cinerea  P. digitatum Dia0

Después de 6 dias a 25 °C

Control R. stolonifer B.cinerea P.digitatum

Después de 6 dias a 25 °C

Figura 7. Influencia de los tratamientos con gel de A. vera y A. vera mas timol sobre la

produccion de etileno en nectarinas inoculadas con R. stolonipher, B. cinerea y P.

digitatum. Los datos son la media + ES.
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Figura 8. Correlacion entre el volumen de infeccidén y la produccion de etileno para cada
varidad de nectarina, inoculada con los hongos R. stolonipher (—--—=), B. cinerea (- =) y P.

digitatum (——).

La tasa de respiracion, el dia de la recolecciéon fue de aproximadamente 37
mg kg h™ para las nectarinas “Flavela” y de 24 mg kg™ h para las “Flanoba”.
Después de 6 dias de incubacidn, la tasa de respiracion aumentdé en todas las
nectarinas. Al igual que sucedié con la produccion de etileno, los frutos tratados
con Aloe vera o Aloe vera + timol tuvieron una tasa de respiracion
significativamente menor que las nectarinas control (Figura 9), aunque sin
diferencias atribuibles a la incorporacion o no de timol. De los 3 tipos de hongos,
R. stolonipher fue el que indujo un mayor aumento de la tasa de respiracién tanto
en las nectarinas “Flavela” (112 mg kg h'') como en las “Flanoba” (127 mg kg™
h'), seguido por B. cinerea y P. digitatum (Figura 9). Se encontré una
correlacién exponencial entre el volumen de la infeccion y la tasa de respiracion
para cada variedad (Figura 10), a pesar de que las nectarinas “Flanoba”
mostraron una mayor tasa de respiracion debido a las lesiones flngicas que las
nectarinas “Flavela”. Por otra parte, para cada especie de hongo, existi6 una
regresion lineal entre el volumen de la infeccidén y la tasa de respiracion (Figura

11), con altos coeficientes de correlacién (r* = 0,99) pero las pendientes fueron
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significativamente mas altas (3-6 veces) para B. cinerea y R. stolonifer que para
P. digitatum (Figura 11).

1601  Flavela Flanoba - 160
140 { R Control I Cortrol L 140
Al vera Al vera
= Al vera + Timol = Al vera + Timol
120 A r 120
a a
< 100 A I L 100 <
< - <
2 2
ju
o) o
é 80 1 = 80 é
o~ e W o~
o] T O
© 60 Le0 ©
=
40 - - 40
20 1 I - 20
Dia 0 Control  R. stolonifer B.cinerea P.digitatum Dia0 Control  R. stolonifer B.cinerea P. digitatum
Después de 6 dias a 25 °C Después de 6 dias a 25 °C

Figura 9. Influencia de los tratamientos con gel de A. vera y A. vera mas timol sobre la
tasa de respiracién en nectarinas inoculadas con R. stolonipher, B. cinerea y P. digitatum.

Los datos son la media *+ ES.

Se sabe que en los frutos climatéricos, como las nectarinas, la produccion
de etileno y la tasa de respiracion son parametros fisioldgicos relacionados con la
maduracion y atributos de calidad (Serrano et al., 2004). Los frutos no tratados,
después de 6 dias a 25 °C, su produccion de etileno y la tasa de respiracion
aumentaron y la aplicacion de gel de Aloe vera (sélo o con el adicion de timol)
redujo los valores de ambos parametros. Asi pues, ambas variedades se
recolectaron en estado preclimatérico y continuaron su maduracion después de la
recoleccion, aunque el tratamiento con gel de A. vera tuvo un efecto ralentizador
de este proceso. Asi mismo, en trabajos anteriores se ha encontrado que la tasa
de respiracién se redujo en frutos no climatéricos como uva de mesa y cerezas al
aplicarles gel de A. vera (Valverde et al., 2005b; Martinez-Romero et al., 2006).
En nectarinas “Arctic Snow”, Ahmed et al. (2009) también observaron que los
tratamientos con gel de A. vera disminuyeron la produccion de etileno y la tasa de

respiracion durante su conservaciéon a 20 ©°C. La reduccidn en la tasa de
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respiracion de las variedades “Flavela” y “Flanoba” podria atribuirse al hecho de
gue el recubrimiento podria aumentar la resistencia de la piel del fruto a la
difusidon de los gases, lo que conduciria a la creacidon de una atmodsfera interna
modificada con elevada concentracion de CO, y baja concentracién de O, y
efectos similares a los que se producen con el envasado en atmdsferas
modificadas, reduciéndose la produccién de etileno y la tasa de respiracién debido
a los efectos de alta y baja concentracion de CO, y O,, respectivamente (Valero y
Serrano, 2010).
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Figura 10. Correlacién entre el volumen de dafio interno y la tasa de respiracién para
cada variedad de nectarina, teniendo en cuenta todos los datos de las nectarinas control y

de las tratadas infectadas con los diferentes hongos.
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Figura 11. Correlacion entre el volumen de dafio interno y la tasa de respiracién para
cada variedad de nectarina y los hongos R. stolonipher (---), B. cinerea (- -) y P.

digitatum (—).

Las nectarinas a las que se les inocularon los 3 tipos de hongos presentaron
una produccidon de etileno y una tasa de respiracion mayor que las nectarinas
control (sin hongos), especialmente la variedad “Flanoba”. Esto puede atribuirse
al hecho de que los hongos indujeron una estimulacidon de la biosintesis de etileno
y la tasa de respiraciéon. Del mismo modo, la produccién de etileno y la tasa de
respiracion también aumentd en uva de mesa inoculada con B. cinerea (Martinez-
Romero et al., 2007), como consecuencia del crecimiento del hongo. Se ha visto
gue para cada hongo existe una relacion lineal positiva entre el volumen de dano
interno y la produccidn de etileno o la tasa de respiracidn. Por otra parte,
teniendo en cuenta todos los datos del volumen de dafio, se obtuvo una relacion
entre el volumen de infeccién y la tasa de respiracion para ambas variedades de

nectarina.

Firmeza y pérdida de peso

La pérdida de peso se incrementd durante los 6 dias del experimento, a

pesar que las nectarinas “Flavela” mostraron una menor pérdida de peso que las
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nectarinas “Flanoba”, con unas pérdidas finales de 6,84 + 0,12 y 10,70 £+ 0,36%,
respectivamente (Figura 12). Ambos tratamientos (Aloe y Aloe + timol) fueron
eficaces para disminuir las pérdidas de peso de las frutas, no existiendo
diferencias significativas debidas a la inoculacién o al tipo de hongo inoculado. En
general, las frutas tratadas con Aloe vera mostraron un 2% menos de pérdidas
gue las nectarinas control, mientras que la adicién de timol al gel de aloe no tuvo
efecto significativo en la variedad “Flanoba” pero si en la “Flavela”, en la cual las
pérdidas de peso fueron significativamente menores que en las tratadas solo con

gel de aloe, independientemente de la inoculacion de hongos o no.

I Control Flavela I Control Flanoba
I Aloe vera I Aloe vera '
[ Aloe vera + Timol [0 Aloe vera + Timol
12 4 12
10 A I I r 10
g [ g
3 8 -8 &
g Q
= (o
3 )
h= ke
g 6 -6 g
3 =
@ 2
& o
4 -4
2 r2
Control R. stolonifer B.cinerea  P.digitatum Control R. stolonifer B. cinerea P. digitatum
Después de 6 dias a 25 °C Después de 6 dias a 25 °C

Figura 12. Efecto del gel de A. vera y del gel de A. vera mas timol sobre la pérdida de
peso en nectarinas inoculadas con R. stolonipher, B. cinerea y P. digitatum. Los datos son
la media + ES.

La firmeza del fruto, en el momento de la recoleccidn fue de 14,74 £ 0,29 y
15,37 + 1,01 N mm !, para nectarinas “Flavela” y "Flanoba”, respectivamente, y
en ambas variedades disminuyd drasticamente durante los 6 dias de conservacion
a 25 °C, con unos porcentajes de pérdidas de firmeza alrededor de 80% en los
frutos no tratados y no inoculados (Figura 13). La aplicacion de ambos

tratamientos con aloe condujo a efectos positivos sobre la reduccidon del proceso
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de ablandamiento, ya que al final del experimento las nectarinas tratadas con A.
vera e inoculadas con las tres especies de hongos tenian un 10% mas de firmeza
gue las controles. De nuevo, el proceso de inoculacién o la adicion de timol no

afectaron significativamente a la retencion de la firmeza.

16 - EEE Control Flavela BN Control Flanoba | 16
I Aloe vera I Aloe vera
i =3 Aloe vera + Timol [ Aloe vera + Timol
14 14
/
4 4 T I I I I I T I -4
ol ol
IS IS
1S IS
Z 37 r3 z
N—' N—'
© ©
N N
[} ()
€ €
L 21 2 i
1A rl
Dia 0 Control R. stolonifer B. cinerea P. digitatum Dia0 Control  R. stolonifer B. cinereaP. digitatum
Después de 6 dias a 25 °C Después de 6 dias a 25 °C

Figura 13. Efecto del gel de A. vera y del gel de A. vera mas timol sobre la firmeza en
nectarinas inoculadas con R. stolonipher, B. cinerea y P. digitatum. Los datos son la media
+ ES.

El almacenamiento post-cosecha de la fruta va acompafado de pérdida de
calidad, la cual se manifiesta por la pérdida de peso y la reduccién de la firmeza,
entre otros parametros. A los 6 dias de almacenamiento a 25 °C, las nectarinas
control, a las que no se les habia inoculado ninguna especie de hongo, mostraron
mayores pérdidas de peso que las que habian sido tratadas con el gel de aloe, con
o sin la adicion de timol. Por tanto, el tratamiento con el gel de Aloe vera, redujo
significativamente la pérdida de peso, incluso en los frutos inoculados
artificialmente. Por otro lado, las nectarinas a las que se les aplicé el tratamiento
con gel de aloe mantuvieron mayores valores de firmeza a lo largo del
almacenamiento, que las no tratadas, independientemente de que estuvieran
inoculadas, o no, con hongos. El tratamiento con Aloe vera también fue eficaz en

la reduccién de los procesos de transpiracién y ablandamiento en cerezas
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durante el almacenamiento, lo que se manifesté con la disminucion de la pérdida
de peso y la conservacion de la firmeza (Martinez-Romero et al., 2006; Valverde
et al., 2005b). Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar el efecto de
los recubrimientos en la menor pérdida de peso y el mantenimiento de la firmeza
de los frutos, incluido la reduccion de la difusién del gas a través de la piel del
fruto (Banks et al., 1993) y el retraso de su metabolismo mediante la reduccion
de la tasa de respiraciéon y emisiéon de etileno (Valero y Serrano, 2010). Los
cambios en la textura de los frutos son debidos a cambios en la composicidén de la
lamina media y en los componentes de la pared celular primaria que conducen a
la degradacion de sus polisacaridos constituyentes por enzimas capaces de
alterar la textura de la pared celular, tales como pectinmetilesterasa, endo y exo-
poligalacturonasa, celulosa y B-galactosidasa. En este sentido, el efecto del
recubrimiento con gel de Aloe vera en la reduccidon de la actividad de estas
enzimas aun no se ha puesto de manifiesto, por lo que son necesarios nuevos

estudios para confirmar esta hipoétesis.

4.1.4. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el experimento in-vitro se ha demostrado
que el gel de A.vera comercializado por AVISA, podria usarse como un
tratamiento para inhibir el crecimiento de dos de los hongos mas importantes en
post-cosecha (B. cinerea y P. digitatum), aunque la concentracidon necesaria seria

3 veces superior para inhibir B. cinerea que para inhibir P. digitatum.

Por otra parte, en el experimento in-vivo se ha demostrado que el gel de
Aloe vera podria ser considerado como una buena herramienta para disminuir los
problemas de podredumbres causados por Rhizopus stolonipher, Botrytis cinerea
y Penicillium digitatum en nectarina. Ademas, los recubrimientos fueron eficaces
en la reduccién del proceso de maduracion ya que se produjo una disminucidn
significativa en la tasa de respiracion, la produccién de etileno, pérdida de peso y
ablandamiento. En el futuro, la investigacion debe centrarse en la determinacion
de los compuestos especificos responsables de la actividad antifingica del gel de
Aloe vera y en su mecanismo de accidon sobre los cambios implicados en el

proceso de maduracién post-recoleccion de los frutos.
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4.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE FRUTOS DE HUESO, EN PRE-
RECOLECCION, CON GEL DE Aloe vera SOBRE LA CARGA MICROBIANA Y
LA CALIDAD DE LOS FRUTOS EN EL MOMENTO DE LA RECOLECCION

4.2.1. INTRODUCCION

En el capitulo 1 se ha demostrado que el gel de Aloe vera inhibe el
crecimiento de los hongos P. digitatum y B. cinerea en placas PDA. Ademas, el gel
de Aloe vera aplicado sobre nectarinas justo después de la recoleccion, fue eficaz
inhibiendo el desarrollo de los hongos mas comunes responsables de la pudricién
de la fruta en post-recoleccién. Por otra parte, el recubrimiento de las nectarinas

con gel de A. vera también dio lugar a un retraso en el proceso de maduracion.

En la actualidad, debido a las actuales restricciones comunitarias en el uso
de fungicidas de sintesis, es necesario disponer de herramientas eficaces vy
saludables que nos aseguren el control de hongos de tipo filamentoso. Los
productores en los dias previos a la recoleccion, cuando ya se estd dentro del
cumplimiento de plazos de seguridad de todas las materias activas vigentes y
probablemente se estén dando las condiciones climatoldgicas mas favorables,
necesitan de alternativas para reducir el nimero de indculos e infecciones
producidas por estos microorganismos. Disponer de este mecanismo de control
directamente en el campo supone, ademads, tener un mayor éxito en el

aseguramiento de la calidad post-recoleccién de la fruta tratada.

En vista de los resultados obtenidos anteriormente, se decidié estudiar el
efecto del gel de A. vera sobre otras especies de frutas de hueso, pero esta vez
aplicando el gel antes de la recoleccién, como tratamiento pre-cosecha. Asi pues,
el objetivo de este capitulo fue estudiar el efecto de los geles de A.vera sobre la
carga microbiana presente en diferentes frutos de hueso en el momento de la
recoleccion, asi como su efecto en diferentes parametros relacionados con la

calidad del fruto. Los frutos estudiados fueron cerezas, nectarinas y melocotones.
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4.2.2. DISENO EXPERIMENTAL

En este experimento se trataron con gel de Aloe vera arboles de dos
variedades de cereza (“Prime Giant” y “Skeena”), de una variedad de nectarina
(“Garofa”) y de otra de melocotén (“Reach Lady”). Los geles utilizados fueron de
dos tipos. Por un lado se usé el mismo gel comercial que se empled en el capitulo
1, adquirido en AVISA (Aloe Vera Internacional Sociedad Anénima, Fuerteventura,
Islas Canarias, Espafia) que denomindbamos gel AVISA y por otro, gel de Aloe
vera obtenido en nuestro laboratorio a partir de plantas de la parcela ecoldgica de
la Universidad Miguel Hernandez en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela,
Alicante, Espafia que denomindbamos gel UMH. El proceso de obtencién del gel se

realizd tal como se explica indica en Materiales y Métodos.

Las cerezas “Skeena” y “Prime Giant” fueron suministradas por la empresa
“Los Frutales”, y se encontraban en una finca comercial localizada en el término
municipal de Villena, Alicante, Espafia (Fotografia 23 a y b). Por otro lado, las
nectarinas “Garofa” y los melocotones “"Reach Lady” nos fueron suministrados por
la empresa “Frutas Esther”, aunque cada variedad de fruta estaba en una finca
diferente. Las nectarinas estaban localizadas en una finca del término municipal
de Campotejar, Murcia, Espafa (Fotografia 22 a y b), mientras que los
melocotones se encontraban en una finca del término municipal de Ajunzalejo,
Jumilla, Murcia, Espafia (Fotografia 23 a y 24). Para cada especie y variedad se
selecciond una parcela con 50 arboles. Las parcelas se dividieron en 5 secciones
diferenciadas para cada variedad de fruta, con 10 arboles cada una. Una de las
secciones se utilizd como control (fruta no tratada). A dos secciones se le aplicd
un tratamiento con gel AVISA 1 dia antes de la recolecciéon (AVISA T1) o dos
tratamientos 1 y 7 dias antes de la recoleccion (AVISA T2). Las dos parcelas
restantes se trataron 1 dia o 1 y 7 dias antes de la recolecciéon con gel UMH,

tratamientos UMH T1 y UMH T2, respectivamente.

Los frutos se recolectaron en estado de maduracion comercial y se
transportaron inmediatamente al laboratorio de Post-recoleccion, tomando las
medidas necesarias para evitar posibles dafos en el material vegetal. Una vez en

el laboratorio, para cada variedad de fruta se seleccionaron 3 lotes homogéneos
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en tamano y color, de 20 frutos en el caso de las cerezas (Fotografia 44) y de
10 frutos en el caso de melocotones y nectarinas. La firmeza y el color se
determinaron individualmente en cada fruto y la tasa de respiracién y la
produccion de etileno en cada uno de los lotes por duplicado. Seguidamente, la
pulpa de los frutos de cada lote se cortdé en pequefias porciones para obtener una
muestra homogénea en la cual se determinaron la carga microbiana, los SST, AT

y el indice de madurez por duplicado. Los datos son la media = ES.

Fotografia 44. Lotes de cerezas antes de realizar las determinaciones analiticas. Fuente:
S. Castillo.

Analisis estadistico

Los datos de las determinaciones analiticas se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA). Las fuentes de variacion fueron las variedades de fruta y los
tratamientos. Las comparaciones de medias se realizaron utilizando el test de
Tukey para examinar si las diferencias fueron significativas a P <0,05. Todos los
analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS, paquete de software

version 11.0 para Windows.
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4.2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Carga microbiana

Los tratamientos con gel de Aloe vera fueron eficaces en la reduccién de la
poblacidn microbiana con respecto a la encontrada en los frutos control,
especialmente para los aerobios meséfilos, aunque la magnitud del efecto fue

diferente dependiendo del tipo de fruto.

le+6
I Control
0 UMHT1
I UMH T2
— I AVISATL -
‘o le+b [ AVISA T2
O
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\D_/ =
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I¢]
>
Q
=
o -
o
e
O le+3 1
=
'Prime Giant' 'Skeena’ 'Garofa' '‘Reach Lady'
Cerezas Nectarina Melocotén

Figura 14. Recuento de mohos y levaduras en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y
“Skeena”), una variedad de nectarina (*Garofa”) y otra de melocotén (“Reach Lady”) el
dia de la recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con
gel de A. vera obtenido de las plantas de la parcela ecolégica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia
antes de la recoleccién (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccién (T2). Los frutos control no

fueron tratados. Los datos son la media + ES.
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El efecto de los tratamientos fue mas efectivo en las dos variedades de
cereza que en melocotones y nectarinas. Asi, en las cerezas control la carga de
mohos y levaduras fue ~10°> UFC, mientras que se redujo a valores inferiores a
10* UFC con todos los tratamientos en la variedad “Skeena” y a valores proximos
a las 10° UFC en la variedad “Prime Giant” (Figura 14). Ademds, en ambas
variedades de cereza el efecto del gel AVISA reduciendo el recuento de mohos y
levaduras fue superior al del gel UMH, aunque las diferencias entre aplicarlo una o
dos veces no fueron generales, ya que el tratamiento por duplicado sélo fue mas
eficaz que el sencillo en las cerezas “"Skeena”. Sin embargo, en los melocotones y
nectarinas el efecto fue mucho menor y no se encontraron diferencias entre los

dos tipos de gel ni entre el tratamiento por duplicado o sencillo.

Con respecto a los aerobios mesofilos, todos los tratamientos redujeron
significativamente su poblacién, tanto en las cerezas como en los melocotones y
nectarinas (Figura 15). El efecto mas acusado se obtuvo en la cereza “Prime
Giant”, con reducciones de casi 2 unidades logaritmicas, seguido del melocotén
“Reach Lady”, mientras que el menor efecto se encontré en la nectarina “Garofa”,
con reducciones inferiores a 1 unidad logaritmica. Sin embargo, en ninguno de los
frutos se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con los

diferentes geles, tanto si se aplicaban una o dos veces.

Estos resultados confirman la actividad antifingica del gel de A. vera, tal
como se demostré en el primer capitulo, en el que se puso de manifiesto el poder
antifungico del gel de A. vera, s6lo o con la adicién de timol, sobre nectarinas

infectadas con Rhizopus stolonipher, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum.
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Figura 15. Recuento de aerobios meséfilos en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y
“Skeena”), una variedad de nectarina (*Garofa”) y otra de melocotén (“Reach Lady”) el
dia de la recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con
gel de A. vera obtenido de las plantas de la parcela ecolégica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia
antes de la recoleccidon (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccion (T2). Los frutos control no

fueron tratados. Los datos son la media + ES.

Solidos solubles totales, acidez titulable e indice de maduracion

En cerezas, melocotones y nectarinas, el contenido de sodlidos solubles, la
acidez total y el color son los parametros mas importantes para establecer el
momento optimo de recoleccién comercial y estan directamente relacionados con
el grado de aceptacién de los consumidores (Crisosto et al., 2003a; Romero et al.,
2006; Kumar et al., 2010).

Los valores de SST (Figura 16) en las cerezas control fueron 15,34 £ 0,03
y 17,91 £ 0,04 ©Brix en “Prime Giant” y “Skeena”, respectivamente, los cuales se
pueden considerar como valores medios, de acuerdo con las publicaciones para

otras variedades de cereza, que oscilan entre 11 y 25 ©Brix (Esti et al., 2002;
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Usenik et al., 2008; Diaz-Mula et al., 2009). Los valores de SST en nectarinas y
melocotones fueron 9,68 = 0,10 y 11,25 £ 0,26 ©Brix, respectivamente. Estos
también se pueden considerar como valores medios comparados con las
publicaciones en otras variedades (Serrano et al., 2004; Kumar et al., 2010;
Cano-Salazar et al., 2012). Sin embargo, los tratamientos con los geles de A.
vera no mostraron efecto significativo en la concentracion de SST en el momento
de la recoleccidbn en ninguno de los frutos estudiados. Por tanto, estos
tratamientos no afectaron a la acumulacion de azlcares, fundamentalmente
glucosa, fructosa y sacarosa, que se produce durante los ultimos dias de la
maduracion en el arbol de estos frutos y que son los principales contribuyentes a
su contenido en SST (Serrano et al., 2005; Diaz-Mula et al., 2009).

20
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'Prime Giant' 'Skeena’ 'Garofa’ 'Reach Lady'
Cerezas Nectarina Melocotén

Figura 16. Sodlidos solubles totales de dos variedades de cereza (“Prime Giant” y
“Skeena”), una variedad de nectarina (“*Garofa”) y otra de melocotéon (“Reach Lady”) el
dia de la recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con
gel de A. vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia
antes de la recoleccién (T1) y 1 y 7 dias antes de la recolecciéon (T2). Los frutos control no

fueron tratados. Los datos son la media + ES.
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Los valores de acidez total (Figura 17) en las cerezas control fueron =0,85
g 100 g, en las dos variedades, por lo que pueden considerarse como variedades
poco acidas, segun los valores publicados previamente en otras variedades de
cereza (Diaz-Mula et al., 2009). Sin embargo, estas variedades de melocotén vy
nectarina serian ligeramente acidas, puesto que los valores de acidez total en
estos frutos oscilan entre 0,2 y 0,8% en la mayoria de las variedades estudiadas

(Iglesias y Echevarria, 2009; Cano-Salazar et al., 2012).

El efecto de los tratamientos con los geles de A. vera no fue general en
todos los frutos estudiados. Asi, en las cerezas “Prime Giant” sélo el tratamiento
con AVISA T2 aumentdé el contenido en acidez total, mientras que en la cereza
“Skeena” la acidez aumentdé con ambos tratamientos con el gel AVISA, T1 y T2.
En la nectarina “Garofa” aumentd la acidez con todos los tratamientos, siendo el
efecto mas acusado con el gel de AVISA que con el UMH y los tratamientos T2
ligeramente mas efectivos que los T1. Por el contrario, en el melocotén “Reach
Lady” no se encontré un efecto significativo de ninguno de los tratamientos en los

niveles de acidez total en el momento de la recoleccién (Figura 17).
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Figura 17. Acidez total en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y “Skeena”), una
variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de melocotén (“Reach Lady”) el dia de la
recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con gel de A.
vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia antes de la
recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccidon (T2). Los frutos control no fueron

tratados. Los datos son la media + ES.

Como ya se ha comentado anteriormente, el efecto de los tratamientos con
los geles de A. vera sobre la acidez y los SST no fue general en todos los frutos,
por lo tanto, el indice de madurez (Figura 18), que se expresa como la relacion
entre °Brix y la acidez, tampoco lo fue. Asi, Unicamente en las cerezas “Skeena”
sblo los tratamientos con AVISA disminuyeron el indice de maduraciéon, pasando
de =20 ©°Brix/Acidez en las cerezas control y las tratadas con los geles UMH a

=~ 18,5 OBrix/Acidez en las tratadas con los geles AVISA.
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Figura 18. indice de madurez de dos variedades de cereza (“Prime Giant” y “Skeena”),
una variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de melocotdn (“Reach Lady”) el dia de la
recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con gel de A.
vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia antes de la
recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccion (T2). Los frutos control no fueron

tratados. Los datos son la media + ES.

Firmeza

Los valores de firmeza disminuyen durante las uUltimas fases del crecimiento
en el arbol de las frutas de hueso, debido al incremento de tamafno de las células
del mesocarpo, mientras que en la fase de maduracion el ablandamiento se
produce por la degradacién parcial de los componentes de la lamina media y de la
pared celular primaria, por la accién de hidrolasas como poligalacturonasas, B-
galactosidasas, pectin-metilesterasas, endo-B-1-4-glucanasa, pectato liasas y
expansinas, las cuales se expresan diferencialmente durante la maduraciéon de

estos frutos (Valero y Serrano, 2010; Yoshioka et al., 2011; Bustamante et al.,
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2012). Asi, la firmeza de los frutos en su estado de maduracién comercial

dependera de la especie y variedad.

Los tratamientos con los geles de A. vera no afectaron significativamente a
la firmeza (Figura 19) de las dos variedades de cereza, no existiendo diferencias
entre los frutos control y los tratados. Sin embargo, la aplicacién del gel de aloe si
que redujo el ablandamiento en nectarinas y melocotones, aunque no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos. En general, las nectarinas control
mostraron un valor de 77 N mm™ frente a 81 N mm™ de las nectarinas
tratadas. Los melocotones control presentaron un valor 37 N mm™, mientras

que para los melocotones tratados con gel de A. vera la firmeza fue de =40 N

mm.
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Figura 19. Firmeza de dos variedades de cereza (“"Prime Giant” y “Skeena”), una
variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de melocoton (“Reach Lady”) el dia de la
recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con gel de A.
vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia antes de la
recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccidon (T2). Los frutos control no fueron

tratados. Los datos son la media + ES.
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Color

En las cerezas el color rojo se intensifica durante la maduracién debido a la
acumulacidon de antocianinas, siendo las mayoritarias cianidin 3-rutindsido y se
manifiesta como descensos en los pardametros de color L*, a* y b* y en los
indices de color Croma y Hue (Gongalves et al., 2007; MozetiC et al., 2006; Diaz-
Mula et al., 2009; Serrano et al., 2009). Por el contrario, en melocotones y
nectarinas, los pigmentos responsables del color son los carotenoides, destacando
B-caroteno, pB-criptoxantina, anteroxantina, tuleoxantina y zeaxantina, con
concentraciones que varian dependiendo de la variedad y del estado de
maduracion (Tavarini et al., 2008; Brandi et al., 2011)

El indice Croma (Figura 20), calculado como Vv (a®> + b?%), no mostré
diferencias significativas entre los frutos tratados con los geles de A. vera y los
frutos control, excepto en la cereza “Skeena” en la cual los frutos procedentes de
arboles tratados con geles de aloe tenian unos valores mas bajos que los

controles, indicando una tonalidad ligeramente mas oscura.
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Figura 20. Color Croma en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y “Skeena”), una
variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de melocotén (“Reach Lady”) el dia de la
recoleccidn tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con gel de A.
vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia antes de la
recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccidon (T2). Los frutos control no fueron
tratados. Los datos son la media * ES.

Sin embargo, estas diferencias no se aprecian en el angulo Hue (Figura
21) y tampoco existieron diferencias significativas entre los frutos tratados en
pre-cosecha con los geles de A. vera y los frutos control en las cerezas “Prime
Giant” ni en melocotones y nectarinas, por lo que podemos decir que los
tratamientos no modifican la acumulaciéon de los pigmentos responsables del color
durante la maduracién en el arbol, tal como ocurria con los SST, la acidez y el

indice de madurez.
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Figura 21. Angulo Hue en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y “Skeena”), una
variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de melocoton (“Reach Lady”) el dia de la
recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con gel de A.
vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia antes de la
recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccion (T2). Los frutos control no fueron

tratados. Los datos son la media + ES.

Los SST (Figura 16), acidez (Figura 17), indice de maduracion (Figura
18) y los indices de color (Figuras 20 y 21) de las frutas tratadas con cualquiera
de los geles de A. vera, no mostraron diferencias significativas respecto a las
frutas control. Luego, en general, los tratamientos con gel de A. vera no
modifican la evolucién de los parametros de calidad ni el proceso de maduracion

del fruto en el arbol.
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Tasa de respiracion y produccion de etileno

La tasa de respiracion se redujo, de forma general, en todos los frutos
tratados con los dos geles de A. vera con respecto a los no tratados, aunque en
melocotones y nectarinas la aplicacion de un solo tratamiento, con cualquiera de
los dos geles, no tuvo efectos significativos (Figura 22). En todos los casos, el
tratamiento que mas redujo la tasa de respiracién fue AVISA T2. Esta reduccién
en la tasa de respiracion al tratar la fruta con Aloe vera antes de la recoleccién,
podria estar asociada con una disminucién del metabolismo del fruto. Si esta
disminucidon se mantuviera después de la recoleccion podria suponer un retraso
en los procesos de deterioro que conduciria a un aumento del periodo de
conservacion del fruto con una calidad 6ptima para el consumo (Valero y Serrano,
2010).

I Control
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Figura 22. Tasa de respiracion en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y “Skeena”),
una variedad de nectarina (“Garofa”) y otra de melocoton (“Reach Lady”) el dia de la
recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con gel de A.
vera obtenido de las plantas de la parcela ecoldgica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia antes de la
recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccion (T2). Los frutos control no fueron
tratados. Los datos son la media * ES.
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La produccién de etileno no se vio afectada por los tratamientos con
los geles de A. vera durante la pre-cosecha (Figura 23). Ademas, la
concentracién de etileno fue muy baja en todos los frutos, con valores entre
0,02 y 0,04 nL g h''. En las cerezas, estos valores tan bajos de etileno se
deben a que son frutos no climatéricos, mientras que la baja produccién de
etileno en melocotones y nectarinas es debida a que a que fueron
recolectados en estado preclimatérico, ya que éstas poseen una

maduracion de tipo climatérico (Serrano et al., 2004).
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Figura 23. Concentraciéon de etileno en dos variedades de cereza (“Prime Giant” y
“Skeena”), una variedad de nectarina (*Garofa”) y otra de melocotén (“*Reach Lady”) el
dia de la recoleccion tras haber sido tratadas con gel de A. vera comercial (AVISA) o con
gel de A. vera obtenido de las plantas de la parcela ecolégica de la E.P.S.0. (UMH) 1 dia
antes de la recoleccién (T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccién (T2). Los frutos control no

fueron tratados. Los datos son la media + ES.
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4.2.4. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos en este capitulo, los tratamientos con
gel de A. vera podrian ser aplicados antes de la recoleccidon, como tratamiento
para disminuir la carga microbiana en el momento de recoleccién, lo que
conllevaria a reducir la incidencia de podredumbres en frutas de hueso durante la
conservacion post-recoleccion. Ademads, estos tratamientos no tienen ningun
efecto perjudicial en la evolucion de los parametros de calidad de estos frutos
durante sus ultimos dias de maduracién en el arbol. Ademas, se confirma que el
gel obtenido por nosotros, a partir de hojas de plantas de aloe de la finca

experimental de la EPSO (aloe UMH) tiene un efecto similar al gel comercial.
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4.3. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE UVA DE MESA, EN PRE-
RECOLECCION, CON GEL DE Aloe vera SOBRE SU CALIDAD EN EL
MOMENTO DE LA RECOLECCION Y DURANTE LA CONSERVACION

4.3.1. INTRODUCCION

La uva de mesa presenta graves problemas de pérdida de calidad durante
el almacenamiento en post-cosecha debido fundamentalmente a las pérdidas de
peso por deshidratacidén, ablandamiento de los tejidos, oscurecimiento del raquis
y aparicidon de sabor y aroma andmalos. En la mayoria de los casos, todo esto va
acompafiado por la podredumbra de las bayas, principalmente debido a Botrytis
cinerea, lo cual limita su comercializacion y consumo (Crisosto et al., 2002a, b;
Guillén et al., 2007). Por tanto, es necesario disponer de estrategias de
conservacion adecuadas para retrasar estos problemas de deterioro. En este
sentido, el tratamiento comercial mas usado para la uva de mesa en diversos
paises del mundo, es el uso de didéxido de azufre (SO,) empleando diferentes
métodos (Lydakis and Aked, 2003; Zoffoli et al., 1999; Crisosto et al., 2003b).
Muchos paises importadores de uva de mesa han fijado limites cada vez mas
estrictos a la concentracién de anhidrido sulfuroso (Batistella et al., 2001),
ademas, excesivas concentraciones de SO, durante la conservacion pueden
ocasionar blanqueamiento del grano, lo que implica considerables pérdidas
econdmicas en uvas oscuras. Actualmente, a nivel mundial, existe presién por
parte de los consumidores para encontrar alternativas naturales como
tratamientos post-cosecha del producto fresco (Lydakis and Aked, 2003). La
demanda mundial para reducir el uso de pesticidas, estimular la proteccion del
medio ambiente y proteger la salud del consumidor, limita la aplicacién de

productos quimicos en frutas y hortalizas (Zahavi et al., 2000).

La técnica de conservacidon mas utilizada para la uva de mesa y, en
general, para las demas frutas y hortalizas es el almacenaje a bajas
temperaturas, aunque existen ciertos hongos capaces de crecer a bajas
temperaturas. Normalmente, para mejorar la conservacién de la uva de mesa se
utiliza la combinacién de las bajas temperaturas con el envasado en plasticos

macroperforados. Resultados de investigacién han mostrado que el envasado en
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atmoésfera modificada (MAP), el cual reduce la concentracion de O, y aumenta la
de CO; en el interior del envase, disminuye la tasa de respiracion, la sensibilidad
al etileno y su produccidon, asi como reduce la aparicion de podredumbres vy
oxidaciones de compuestos beneficiosos para la salud (Kader y Watkins, 2000;
Valverde et al., 2005a; Serrano et al., 2008). La atmdsfera modificada esta
considerada como un buen método para extender la vida util post-recoleccién,
pero no es del todo eficaz en evitar la proliferacién de microorganismos, como
bacterias y hongos. No obstante, la adicidon de aceites esenciales a los envases de
atmoésfera modificada disminuye los problemas de podredumbres y aumenta el
tiempo de conservaciéon de la uva de mesa con una calidad aceptable para el

consumo (Valverde et al., 2005a).

Otros trabajos de investigacion han mostrado que la aplicacion de gel de
Aloe vera como recubrimiento comestible mantiene la calidad, tanto de la baya
como del raspdn, y disminuye la aparicion de podredumbres, incrementando sus
posibilidades de conservacion y vida util (Valverde et al., 2005b; Martinez-
Romero et al., 2006). Asi mismo, otras publicaciones senalan que el gel de aloe
reduce un 15-20% la supervivencia de esporas de Penicillium, Botrytis vy
Alternaria en pomelo (Saks y Barkai-Golan, 1995), y que disminuye un 22-38% el
crecimiento de los micelios de otros hongos patdgenos de plantas, tales como
Rhizoctonia, Fusarium y Colleotrichum (Jasso de Rodriguez et al., 2005),

mostrando un efecto positivo en el control de las posibles infecciones fungicas.

En el capitulo anterior se ha comprobado que la aplicacién de gel de aloe
como tratamiento pre-cosecha en cerezas, melocotones y nectarinas reduce la
carga microbiana en los frutos en el momento de la recoleccidn, sin afectar al
proceso de maduracién en el arbol ni a los parametros relacionados con la
calidad. Por otra parte, en el capitulo 1 se comprobd que el gel de A. vera es
eficaz en la inhibicion de B. cinerea, P. digitatum y R. stolonipher al ser aplicado

en pre-cosecha sobre nectarinas y en placas con PDA.
El objetivo de este capitulo fue estudiar los efectos del tratamiento, en pre-

cosecha, con gel de Aloe vera sobre los atributos de calidad, contaminacion

microbiana y aparicion de podredumbres de la uva de mesa tanto en el momento

-120 -



Uny,
&
'J‘

\

%
e z,590

Capitulo 3. Efecto de los tratamientosida de mesa, en pre-recoleccion, con gel de Al ve im
®,

2
© Hers®

de la recoleccion como durante su conservacion. Estos tratamientos se realizaron
en uva de mesa “Autumn Royal” y “Crimson” bajo cultivo convencional y

ecoldgico, respectivamente.

4.3.2. DISENO EXPERIMENTAL

Este experimento se realizd con uva de mesa (Vitis vinifera L.) variedad
“Autumn Royal” en cultivo convencional en una parcela comercial localizada en el
término municipal de Abaran, Murcia, Espana y la variedad “Crimson” en cultivo
ecolégico localizado en el término municipal de Alhama de Murcia, Murcia,
Espafia. Ambos cultivos eran de tipo parral, con cubierta de polietileno. Los
tratamientos con gel de Aloe vera se realizaron antes de la recoleccion mediante

un pulverizador mecanico (Fotografia 46).

Fotografia 46: Pulverizador mecanico utilizado para aplicar el tratamiento pre-cosecha

con gel de A. vera sobre las dos variedades de uva de mesa. Fuente: S. Castillo.

Ambas parcelas se dividieron en 3 secciones diferenciadas, con
aproximadamente 20 parras cada una. Una de las secciones se utilizd6 como
control (uva no tratada). A la uva de la siguiente seccién se le aplicé un
tratamiento con gel de A. vera 1 dia antes de la recoleccion (T1) y a la ultima
seccidn se le aplicd el tratamiento con A. vera por duplicado: 1 y 7 dias antes de

la recoleccién (T2). El gel de A. vera utilizado fue un gel comercial adquirido en
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AVISA (Aloe Vera Internacional Sociedad Anénima, Fuerteventura, Islas Canarias,
Espafia), el cual se diluyé 1:3 y se aplicé directamente sobre los racimos
mediante pulverizacion como una niebla fina hasta que se humedecié toda la
superficie de las bayas. Las uvas no tratadas se pulverizaron Unicamente con

agua.

Las uvas “Autumn Royal” en cultivo convencional se recolectaron y se
transfirieron a la empresa “Frutas Esther”, donde los racimos se manipularon de
acuerdo a las practicas normales de envasado y empaquetado (aproximadamente
500 g) en films de plastico (polietileno macroperforado con agujeros de 5 mm).
100 de estas bolsas se llevaron al laboratorio de Post-recoleccién (Fotografia
47). Las uvas “Crimson” en cultivo ecoldégico una vez recolectadas fueron
transportadas inmediatamente al laboratorio de Post-recoleccién, tomando las
medidas necesarias para evitar posibles dafos en el material vegetal. Una vez en

el laboratorio, se seleccionaron al azar 100 racimos de 400-500 g.

Lo primero que se hizo fue pesar cada bolsa o racimo individualmente, se
etiquetaron y se almacenaron a 1-2 °C con una humedad relativa de 85-90%.
Para los muestreos se tomaron al azar 10 bolsas o racimos de cada tratamiento,
semanalmente durante 35 dias de las uvas de cultivo convencional y cada 5 dias
durante 25 dias de las uvas bajo cultivo ecoldgico, que fue el tiempo en el que
aparecieron sintomas muy evidentes de pérdidas de calidad en las uvas tratadas y

una elevada incidencia de podredumbres.
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Fotografia 47: Uva en cultivo convencional embolsadas por la empresa “Frutas Esther”.

Fuente: S. Castillo.

En todos los casos los parametros analizados fueron: tasa de respiracion,
color, firmeza, pérdida de peso, sdlidos solubles totales (SST), acidez titulable,
grado de podredumbre, valoracion visual del raspén y carga microbiana. Las
determinaciones de tasa de respiracion, pérdida de peso, niumero de bayas con
podredumbres y valoracidon visual del raspén se realizaron sobre 10 racimos de
cada tratamiento. Posteriormente se seleccionaron al azar 10 bayas de cada
racimo, a las que se les determind el color y la acidez. Finalmente, 5 muestras de
10 granos procedentes de 5 racimos se usaron para determinar los SST vy la
acidez titulable y las otras 5 muestras para cuantificar los aerdbios totales y los

mohos y levaduras. Los datos son la media £+ ES.

Analisis estadistico

Los datos de las determinaciones analiticas se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA). Las fuentes de variacion fueron el tiempo de almacenamiento
y los tratamientos. Las comparaciones de medias se realizaron utilizando el test
de Tukey para examinar si las diferencias fueron significativas a P <0,05. Todos
los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS, paquete de software

version 11.0 para Windows.
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4.3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tasa de respiracion

Este experimento se realizé para saber si la aplicacion de Aloe vera en uva
de mesa antes de la recoleccion podria reducir la incidencia de podredumbres vy
afectar a los parametros de calidad de la uva durante el almacenamiento post-
cosecha. Los resultados muestran que tanto para la variedad “"Autumn Royal” en
cultivo convencional como para la variedad “Crimson” en ecoldgico, el tratamiento
con gel de A. vera condujo a una reduccion de la tasa de respiracién en el
momento de la recoleccion (Dia 0), con valores de 15,44 + 0,8 y 24,34 = 0,75
mg kg* h? para las uvas “Autumn Royal” (Figura 24a) y “Crimson” (Figura
24b), respectivamente. Para T1, los valores que se obtuvieron fueron 12,95 +
0,31 y 24,63 + 2,34 mg kg* h! para las uvas convencionales y las ecoldgicas,
respectivamente (Figura 24a y b, respectivamente). La tasa de respiracién de la
uva de mesa convencional T2 fue de 11,63 + 0,85 mg kg* h'' (Figura 24a) y
para la uva de mesa ecoldgica fue de 22,47 + 0,72 mg kg* h* (Figura 24b).
Esta mayor tasa de respiraciéon de las uvas control con respecto a las uvas
tratadas también fue evidente a lo largo del almacenamiento en las dos
variedades estudiadas, sin diferencias significativas entre los tratamientos T1 y
T2. Esta reduccion en la tasa de respiracién al tratar las uvas con Aloe vera antes
de la recoleccién también se puso de manifiesto en el capitulo anterior en cerezas,
nectarinas y melocotones, y podria estar asociada con una disminucién del
metabolismo de los frutos lo que supondria un retraso en los procesos de
deterioro que conduciria a un aumento del periodo de conservacién con una

calidad 6ptima para el consumo (Valero y Serrano, 2010).

Ademas, las diferencias en la tasa de respiracion de las dos variedades de
uva estan relacionadas con su tasa de deterioro y pérdida de calidad, la cual fue
mas rapida en “Crimson” que en “Autumn Royal” como se comentard mas
adelante, por lo que la tasa de respiracion se puede relacionar negativamente con

el tiempo de conservacion con una calidad 6ptima.
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Figura 24. Evolucién de la tasa de respiracion en uva de mesa “Autumn Royal” en cultivo
convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el almacenamiento post-cosecha a
2 °C tras haber sido tratadas con gel A. vera 1 dia antes de la recoleccion (T1) y 1y 7
dias antes de la recoleccién (T2). Las uvas control no fueron tratadas. Los datos son la
media £ ES.

En el capitulo 1 se ha comprobado que en dos variedades de frutos
climatéricos como nectarina, la aplicacién de un tratamiento similar con gel de A.
vera justo después de la recoleccion retrasé los parametros relacionados con la
maduracion y la calidad de la fruta (firmeza, color y pérdida de peso) mediante la
reduccién de la tasa de respiracién y la produccién de etileno, lo cual se atribuyo
a la modificacion de la atmédsfera interna (Dang et al., 2008). Sin embargo, el gel
de Aloe vera en mango (preparado al 100 o el 50%) no indujo estas reducciones
de la tasa de respiracion, pérdida de peso, ablandamiento y retraso de la
maduracion de la fruta, mientras que si disminuyd la biosintesis de aromas
volatiles (Ahmed et al., 2009).

Pérdida de peso

Durante el almacenamiento, las pérdidas de peso aumentaron en las uvas
control y las uvas tratadas, tanto en la uva “Crimson” ecolégica como en la uva
“Autumn Royal” convencional (Figura 25), aunque en ésta ultima al final del
experimento, la pérdida de peso fue significativamente mayor en los frutos

control (2,82 £ 0,20) que en los tratados con gel de A. vera (= 1,5) sin
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diferencias entre T1 y T2. Las pérdidas de peso de los frutos durante su
almacenaje se deben al proceso de transpiracidn impulsado por las diferencias de
potencial hidrico entre el interior del fruto y el ambiente en el que se encuentran.
Este proceso de transpiracién se produce a través de la superficie del fruto, por lo
gue al aumentar la relacidon superficie / volumen (S / V) también incrementarian
las pérdidas de peso. Por lo tanto, al ser las bayas de la variedad “Crimson” mas
pequefias que las de “Autumn Royal”, su relacién superficie / volumen es mayor y

explicaria sus mayores pérdidas de peso.
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Figura 25. Evolucion de la pérdida de peso en uva de mesa “Autumn Royal” en cultivo
convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el almacenamiento post-cosecha a
2 OoC tras haber sido tratadas con gel de A. vera 1 dia antes de la recolecciéon (T1)y 1y 7
dias antes de la recoleccién (T2). Las uvas control no fueron tratadas. Los datos son la
media £ ES.

Por otra parte, para frutos con una misma relacion S / V y en las mismas
condiciones ambientales sus pérdidas de peso estarian limitadas por Ila
composicidon y espesor de la cuticula. Finalmente, hay que tener en cuenta que
con este experimento los racimos de “Autumn Royal” se conservaron en film
macroperforado y los frutos de la variedad “Crimson” al aire, lo que también
podria haber influido en la mayor pérdida de peso de esta ultima variedad.
Finalmente, el efecto de los tratamientos pre-cosecha con el gel de aloe
disminuyendo las pérdidas de peso durante la conservacidon en las uvas “Autumn

Royal” debe atribuirse a la adherencia del gel a la superficie de las bayas, que
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limitaria la difusién del vapor de agua hacia el exterior, reduciendo la
transpiracion y por tanto, las pérdidas de peso, de forma similar a lo que sucede
con la aplicacién de recubrimientos comestibles (Maftoonazad et al., 2008; Pérez-
Gago et al., 2010; Diaz-Mula et al., 2012; Valero et al., 2013).

Firmeza

Los valores de firmeza en las uvas recién recolectadas fueron muy
diferentes dependiendo de la variedad, =1,3 y 4,96 N mm™ en “Autumn Royal” y
“Crimson”, respectivamente, aunque en ambas la firmeza (Fotografia 48)
disminuyd durante el almacenaje (Figura 26). Los tratamientos con gel de A.
vera también fueron eficaces en la reduccién del ablandamiento de las bayas
(Figura 26). Asi, al final del experimento (a los 35 dias para la uva “Autumn
Royal” y 25 para la "Crimson”) la firmeza de las uvas control fue de 0,94 + 0,06 N
mm™ para la uva “Autumn Royal” y de 3,10 + 0,08 N mm™ para la uva
“Crimson”. Para ambos tratamientos, T1 y T2, los valores obtenidos fueron
significativamente mayores, en las dos variedades. En el caso de las uvas
“Autumn Royal” en cultivo convencional los valores obtenidos para T1 y T2 fueron
1,09 £ 0,05y 1,23 + 0,06 N mm™, respectivamente. Para las uvas “Crimson” en
cultivo ecoldgico, los resultados que se obtuvieron fueron 3,30 + 0,08 N mm™
para T1 y 3,66 £ 0,08 N mm™ para T2. No se encontraron diferencias
significativas entre T1 y T2, pero si entre éstos y las uvas control, en la uva
“Autumn Royal”, pero si que existian diferencias entre T1 y T2 en la “Crimson”,
con valores de firmeza mas elevados en T2 durante todo el periodo de
conservacion. Es de destacar que la firmeza de la uva “Crimson” en cultivo
ecologico fue mayor que la de la uva “Autumn Royal” en convencional, tanto en el

momento de la recolecciéon como durante la conservacion en frio.
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Figura 26. Evolucion de la firmeza en uva de mesa “Autumn Royal” en cultivo

convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el almacenamiento post-cosecha a

2 OC tras haber sido tratadas con gel de A. vera 1 dia antes de la recoleccion (T1)y 1y 7

dias antes de la recoleccion (T2). Las uvas control no fueron tratadas. Los datos son la
media + ES.

Fotografia 48: Determinacion de la textura el dia 0 en la uva “Crimson”. Fuente: S.

Castillo.
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La firmeza es un atributo de calidad muy importante para el consumidor,
pues es uno de los parametros responsables que determinan su grado de
aceptacion de los frutos (Serrano et al., 2008). La tasa y extension de la pérdida
de firmeza durante el almacenamiento es uno de los principales factores que
determinan la calidad del fruto y la vida util post-cosecha. El gel de Aloe vera
como tratamiento pre-cosecha redujo significativamente las pérdidas de firmeza
durante el almacenamiento, ya que al final del experimento, las mayores pérdidas
(superiores al 30%) se detectaron en las uvas control, independientemente de la
variedad. En otros trabajos se ha comprobado que al aplicar en post-cosecha un
recubrimiento comestible basado en gel de Aloe vera se redujeron los cambios
relacionados con la maduracion durante el almacenamiento, retrasando el
ablandamiento y los cambios de color en cereza (Martinez-Romero et al., 2006) y
uva de mesa (Valverde et al., 2005b). Ademas, en el capitulo 1 se ha demostrado
que el recubrimiento con gel de A. vera en nectarinas durante la post-cosecha
también reduce significativamente el ablandamiento. Aunque no se conoce el
mecanismo de accion de los compuestos del gel de A. vera sobre la firmeza,
podrian tener algun papel reduciendo las actividades de los enzimas B-
galactosidasa, poligalaturonasa y pectinmetilesterasa, que han sido descritas

como responsables del ablandamiento de la uva (Nunan et al., 1998).

Color

El efecto mas destacable de los tratamientos con A. vera se pudo observar
en la evolucion del color de la piel de los frutos. Aunque no hubo diferencias de
color el dia de la recoleccion entre las bayas control y las tratadas (tanto en la
uva “Autumn Royal” convencional como en la “Crimson” ecoldgica), durante el
almacenamiento si que se observaron diferencias debidas a los tratamientos, ya
que el angulo Hue disminuyd mas en las bayas control que en las tratadas. Asi,
en la uva “Autumn Royal” control el dngulo Hue disminuyé desde los valores
iniciales de %16 a =6 al final del experimento, mientras que la disminucion fue
mucho menor en las bayas tratadas, con valores finales de =12 y =14 para Tl y
T2, respectivamente (Figura 27a). En la uva “"Crimson”, los valores disminuyeron
de =61 a 45 al final del experimento, tanto en las uvas control como en las T1,

sin diferencias significativas entre ellas, mientras que en las uvas T2 el color Hue
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se mantuvo constante a lo largo del almacenamiento, no existiendo diferencias

significativas entre el inicio y el final del experimento (Figura 27b).

Esta disminucién en el &angulo Hue, el cual se muestra como un
oscurecimiento de la piel, estd asociada a la evolucion del proceso de maduracién,
como ya se ha observado previamente, tanto en la variedad “Autumn Royal”
(Valero et al., 2006) como en la “"Crimson” (Valverde et al., 2005a) y se debe a
un incremento neto en el contenido de antocianinas totales. Por tanto, los
tratamientos con gel de aloe durante los Ultimos dias de la maduracién de las
uvas en la parra, retrasan considerablemente la evolucion del color durante la
conservacion, en ambas variedades de uva, lo que indica un retraso del proceso
de maduraciéon. Las antocianinas mayoritarias que se encuentran en la uva son
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, y malvidina, que suele
ser la antocianidina predominante en las uvas rojas (Mazza, 1995; Holton y
Cornish, 1995).
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Figura 27. Evolucién del angulo Hue en uva de mesa convencional “Autumn Royal” en
cultivo convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el almacenamiento post-
cosecha a 2 °C tras haber sido tratadas con gel de A. vera 1 dia antes de la recoleccién
(T1) y 1 y 7 dias antes de la recoleccién (T2). Las uvas control no fueron tratadas. Los

datos son la media + ES.
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Sdlidos solubles totales y acidez titulable

Tal como muestra la Tabla 5, los SST y la acidez mostraron valores
similares en las uvas control y las tratadas con gel de A. vera en el momento de
la recoleccién, aunque si que fueron diferentes en las dos variedades. Asi en la
variedad “Crimson” los valores de SST fueron = 19 ©9Brix y los de la acidez =0,6
%, mientras que en la variedad “Autumn Royal” fueron de =16 °Brix y =0,33 %
(Tabla 5). Estos valores de SST y acidez no cambiaron a lo largo del experimento
en ninguna de las 2 variedades de uva, no viéndose afectados por la aplicacién de
los tratamientos con A. vera. Asi pues, los tratamientos pre-cosecha con el gel de
aloe no modifican el sabor de las uvas, ni en el momento de la recoleccidon ni
durante la conservacidon post-recoleccion, ya que los sélidos solubles y la acidez

son unos de los principales parametros que contribuyen al sabor de las uvas.

Durante el crecimiento de las bayas, el azicar predominante es la glucosa,
mientras que en la maduracién las proporciones de glucosa y fructosa son
aproximadamente iguales y en uvas sobremaduras la fructosa es el azlcar
principal (Winkler, 1965). El aumento del contenido de azlcares de la uva a lo
largo de la maduracion obedece a tres procesos: la migracién de azucares
producidos por fotosintesis; la movilizacion eventual de reservas y la
transformaciéon de &acido malico en azlcares (Reynier, 1989). Asi mismo, al
analizar la concentracién de &acidos y azucares en un estudio realizado en 4
variedades de uva (“Moscatel”, “Thompson sedles”, “Imperial sedles” y “Festival
sedles”), se comprobd que los azUcares mayoritarios eran fructosa y glucosa,

mientras que el acido predominante fue el tartarico (Carranza, 2009).
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Tabla 5. Acidez total (g 100g™) y sélidos solubles totales (°Brix) en las uvas de las
variedades ‘Crimson’ y ‘Autum Royal’, en el momento de la recoleccidén y después de 20 y
21 dias de conservacion a 2 °C, respectivamente, tanto en las uvas control y tratadas una

o dos veces con el gel de A. vera (T1y T2).

Tratamientos
Dias de
Variedad consevacion Control T1 T2
2 °C
Acidez Total Acidez Total Acidez Total
(g100g?) | (g100g') | (g100g™)
; 0 0,58 + 0,03 0,56 £ 0.01 0,56 + 0.02
Crimson
20 0,55 + 0,01 0,52 £ 0,02 0,56 £ 0,01
Royal
21 0,34 +£ 0,01 0,33 £ 0,01 0,33 £ 0,01
OBrix OBrix OBrix
; 0 18,9 £ 0,3 19,0 £ 0,1 18,6 £ 0,1
Crimson
20 18,9 £ 0,2 19,1 £ 0,3 18,4 £ 0,3
Autumn 0 16,1 +£0,5 15,4 +£0,3 15,8 +£0,3
Ee 21 159 £0,3 | 158 +0,3 | 158 +0,3

Valoracion visual del raspoén

En cuanto al aspecto del raspén (Tabla 6), el dia de la recoleccion
todos los racimos mostraban unas excelentes condiciones (verde turgente),
con lo que la valoracién fue de 5. Durante todo el proceso de
almacenamiento todos los raspones fueron adquiriendo desde tonalidades
amarillentas hasta un aspecto gris-deshidratado. Estas aparecieron en
funcion de la variedad y el tipo de envasado. En trabajos previos se ha
observado que el uso de envases de atmodsfera modificada (films de
polipropileno) permiti6 mantener el aspecto del raspén de la uva de la
variedad “Flame-Seedless” respecto a la uva sin atmosfera modificada
(Martinez-Romero et al., 2003a). En este caso la uva que estaba embolsada
(“Autumn Royal) mostré una mejor coloracién que la uva sin embolsar

(“Crimson”). Después de 20 dias de conservacion a 2 °C, el aspecto de los
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raspones empeoro debido a la deshidratacién y pardeamientos. En la tabla 6
se observa que la evolucion del estado del raspédn guarda una relacién con el
namero de tratamientos, siendo los que mejor guardan su color original los
provenientes de racimos tratados por duplicado con gel de Aloe vera. Asi, a
los 20 dias de almacenamiento las uvas control presentaban un aspecto
marrdn oscuro, mientras que las tratadas con gel de A. vera tenian un raspdn
de color amarillo-marrén (Fotografia 49). El uso del gel de A. vera ha
permitido mantener el color verde del pedunculo de cerezas (Martinez-
Romero et al., 2006) y el raspon de la uva de mesa (Valverde et al., 2005b).
Este efecto podria estar estrechamente ligado a la reduccion de la

deshidratacion y a la pérdida de clorofilas de los tallos verdes.
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Tabla 6. Valoracion de la calidad visual del raspdn! de los racimos control y tratados de

las variedades ‘Crimson’ y ‘Autum Royal’ después de 20 y 21 dias de conservacion a 2 °C,

respectivamente.

Dias de Tratamientos
Variedad consevacion a
2 0C Control T1 T2
Crimson 20 2,20 £ 0,20 aA 2,90 = 0,18 bA 3,00 £ 0,17 bA
Autumn Royal 21 2,50 £ 0,18 aA 3,30 £ 0,11 bB 3,50 £ 0,15 bB

!Escala subjetiva del aspecto visual del raspdn a partir de la valoracién visual de 4 jueces: 5 Verde

turgente, 4 Verde-Amarillo turgente, 3 Amarillo-Marrdn, 2 Marrén oscuro, 1 Gris raspon muy seco

Diferentes letras minUsculas indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos y

diferentes letras mayusculas diferencias significativas entre variedades.

Segun la escala establecida, el limite de valoracion de la calidad del
raspon estaria en 3, por lo que las uvas control de la variedad “Autumn
Royal” estarian en su limite de calidad comercial después de 21 dias de
conservacion en frio, mientras que las uvas control de la variedad “Crimson”
habrian perdido ya su calidad comercial después de 20 dias de conservacién
en frio. Sin embargo, en las dos variedades, los tratamientos T1 y T2 con el
gel de aloe, conllevaron a que la calidad del raspdn estuviera por encima de
este valor limite después de este tiempo de conservacion, y por tanto, con

una calidad aun adecuada para su comercializacion.
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Fotografia 49: Estado de los racimos de la uva de mesa “Autumn Royal” con diferentes

tratamientos de gel de A. vera a los 20 dias de conservacion a 2 °C. Fuente: S. Castillo.

Carga microbiana

Para las dos variedades de uva, los tratamientos con gel de Aloe vera
fueron eficaces en la reduccién de la poblacién microbiana con respecto a las uvas
control, tanto para mohos y levaduras como para aerdbios totales. Estas

diferencias se mantuvieron también a lo largo del almacenamiento con recuentos
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que siempre fueron significativamente menores en las uvas tratadas con gel de

Aloe vera que en los frutos control.

Con respecto al recuento de mohos y levaduras, el Gltimo dia de muestreo,
las uvas control “"Autumn Royal” en cultivo convencional mostraron un valor de
4,09 x 10* UFC, mientras que las T1 y T2 obtuvieron valores de 1,62 x 10*y 8,92
x 10% UFC, respectivamente (Figura 28a). Para las uvas “Crimson” en cultivo
ecoldgico, se obtuvieron valores de 1,28 x 10* UFC para los controles, mientras
que para T1 y T2 los valores obtenidos fueron, respectivamente, 9,8 x 10y 1,2 x
10* UFC (Figura 28b).
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Figura 28. Recuento de mohos y levaduras en uva de mesa “Autumn Royal” en cultivo
convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el almacenamiento post-cosecha a
2 OC tras haber sido tratadas con gel de A. vera 1 dia antes de la recoleccion (T1)y 1y 7
dias antes de la recoleccion (T2). Las uvas control no fueron tratadas. Los datos son la
media + ES.

En cuanto a los aerdbios mesdfilos el ultimo dia de muestreo, las uvas
control “Autumn Royal” mostraron un valor de 4,66 x 10* UFC, mientras que las
T1 y T2 obtuvieron valores de 1,22 x 10*y 7,72 x 10° UFC, respectivamente
(Figura 29a). Para las uvas “Crimson” ecoldgicas, se obtuvieron valores de 4,52
x 10% UFC para los controles, mientras que para T1 y T2 los valores obtenidos

fueron, respectivamente, 1,41 x 10y 1 x 10* UFC (Figura 29b).
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Figura 29. Recuento de aerdbios meséfilos en uva de mesa convencional “Autumn

Royal” en cultivo convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el

almacenamiento post-cosecha a 2 °C tras haber sido tratadas con gel de A. vera 1 dia

antes de la recoleccion (T1) y 1 y 7 dias antes de la recolecciéon (T2). Las uvas control no
fueron tratadas. Los datos son la media + ES.

El nimero de bayas con sintomas de podredumbres fue aumentando
durante el periodo de conservacion, no obstante, las uvas control presentaron un
mayor porcentaje de bayas podridas que las uvas tratadas con gel de A. vera,
siendo este efecto evidente en las dos variedades estudiadas (Figura 30). Sin
embargo, esta diferencia fue mas acusada en la uva “Autumn Royal” en cultivo
convencional, mostrando el ultimo dia del experimento un porcentaje de
podredumbre de 21 £ 2,8% en la uva control. Sin embargo, este porcentaje fue
mucho menor en las uvas tratadas con gel de A. vera. En concreto, para las uvas
T1 el porcentaje de podredumbre fue de 11 £ 1,7% vy en las uvas T2 este
porcentaje disminuyd hasta 5 £ 1,1% (Figura 30a). Por otro lado, el ultimo dia
del experimento la uva de mesa “Crimson” en cultivo ecoldgico presenté un
porcentaje de bayas podridas de 31,2 + 3,7% en la uva control y de 18,8 £ 2,9y
10,4 £ 0,97% para la uva Tl y T2, respectivamente (Figura 30b).
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Figura 30. Porcentaje de bayas podridas en uva de mesa “Autumn Royal” en cultivo
convencional (a) y “Crimson” en ecoldgico (b) durante el almacenamiento post-cosecha a
2 OC tras haber sido tratadas con gel de A. vera 1 dia antes de la recoleccion (T1)y 1y 7
dias antes de la recoleccién (T2). Las uvas control no fueron tratadas. Los datos son la
media £ ES.

Estos resultados confirman la actividad antifingica del gel de A. vera, tal
como se demostrd en el capitulo 1 (en el que se puso de manifiesto el poder
antifingico del gel de A. vera, sdlo o con la adicién de timol, sobre nectarinas
infectadas con Rhizopus stolonipher, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum) y en
el capitulo 2, en el que se trataron con diferentes geles de A. vera antes de la
recoleccion distintas frutas de hueso, las cuales tenian menos carga microbiana
cuando se analizaron el mismo dia de la recoleccién. Por otra parte, la reduccion
de los recuentos viables observada en este experimento fue ligeramente menor
que la obtenida cuando el Aloe vera se aplic6 como recubrimiento comestible
después de la recoleccién (Valverde et al., 2005b), cuya reduccion fue de 2- y 3-
log UFC g! para mohos y levaduras y aerdbicos mesdfilos, respectivamente. Se
ha demostrado que la actividad antifingica del Aloe vera se basa en la supresién
de la germinacion y la inhibicién del crecimiento del micelio, y se podria atribuir a
la presencia de mas de un compuesto activo con actividad antifungica (Ali et al.,

1999), aunque el mecanismo de accién especifico todavia se desconoce.
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Con todos estos resultados se demuestra que el tratamiento de los racimos
con gel de Aloe vera antes de la recoleccion retrasa el proceso de maduracion de
la uva de mesa durante su conservacién en ambas variedades. Este retardo se
caracterizd por la reduccion de la tasa de respiracién y de las pérdidas de peso,
asi como por el mantenimiento de la firmeza y el color. Es bien conocido que la
vida util de la uva de mesa viene determinada por la tasa de respiracion y las
pérdidas de peso, y ademas, que al aumentar la deshidratacién las uvas son mas
susceptibles a la pudricion por hongos (Crisosto et al., 2002a; Martinez-Romero
et al., 2003a). Durante el periodo de almacenamiento, las uvas control mostraron
una tasa de respiracion y una pérdida de agua significativamente mayor que las
uvas tratadas con gel de Aloe vera, en ambas variedades. Ademas en el capitulo
1 se ha visto que al aplicar sobre nectarinas gel de Aloe vera antes del
almacenamiento en post-recoleccion, se reducen las pérdidas de peso vy la tasa de

respiracion.

4.3.4. CONCLUSIONES

Los resultados de este capitulo muestran que el gel de A. vera podria ser
aplicado antes de la recoleccién, como tratamiento para inhibir el deterioro
microbiano y reducir la incidencia de podredumbres en uva de mesa durante el
almacenamiento en post-cosecha, con un efecto adicional retrasando Ila
maduracion del fruto. Ademas, los tratamientos con gel de aloe dieron al raquis
un mejor aspecto, retrasando los sintomas de pardeamiento, y la deshidratacién
después de unos 30 dias de almacenamiento en frio. Estos efectos se han
mejorado después de 2 aplicaciones con gel de Aloe vera T2 en comparacion con
T1.
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4.4. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE CIRUELA Y MELOCOTON, EN
POST-RECOLECCION, CON GELES DE Aloe vera Y Aloe arborescens SOBRE
SU CALIDAD DURANTE LA CONSERVACION

4.4.1. INTRODUCCION

En el capitulo 1 se ha demostrado que el gel de Aloe vera aplicado sobre
nectarinas justo después de la recoleccién, fue eficaz inhibiendo el desarrollo de
los hongos mas comunes responsables de las podredumbres de los frutos en post-
recoleccion. Por otra parte, el recubrimiento de las nectarinas con gel de A. vera
también dio lugar a un retraso en el proceso de maduracién. Ademas, en el
capitulo 2 se ha demostrado que el gel de aloe aplicado en las ultimas fases del
desarrollo en el arbol reduce el crecimiento microbiano y la incidencia de
podredumbres en frutas de hueso (cerezas, nectarinas y melocotones) sin

modificar la calidad ni el patréon de maduracion del fruto en el arbol.

En vista de los resultados obtenidos, se decidid estudiar el efecto del gel de
A. vera sobre otras variedades de frutas de hueso, pero esta vez aplicando el gel
en post-cosecha sobre frutos a los que no se les habia inoculado ningun hongo.

Ademas del gel de A. vera, también se estudid el efecto del gel de A. arborescens.

Asi pues, el objetivo de este capitulo fue estudiar el efecto de los geles de
A.vera y A. arborescens en diferentes parametros relacionados con la calidad del

fruto. Los frutos estudiados fueron ciruela “Santa Rosa” y melocotén “Redhaven”.

4.4.2. DISENO EXPERIMENTAL

En este experimento se trataron con gel de Aloe vera y gel de Aloe
arborescens ciruelas de la variedad “Santa Rosa” y melocotones de la variedad
“Redhaven”. Los geles de aloe se obtuvieron en nuestro laboratorio a partir de
plantas de la parcela ecoldgica de la Universidad Miguel Hernandez en la Escuela
Politécnica Superior de Orihuela, Alicante, Espafia. El proceso de obtencién del gel

ecoldgico se realizd tal como se explica indica en Materiales y Métodos.
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Las ciruelas “Santa Rosa” fueron suministradas por la empresa “Los
Frutales”, y se encontraban en una finca comercial localizada en el término
municipal de Villena, Alicante, Espafia (Fotografia 23 a y b). Por otro lado, los
melocotones se encontraban en una finca del término municipal de Ajunzalejo,

Murcia, Espafia (Fotografia 23 a y 24).

Los frutos se recolectaron en estado de maduracién comercial y se
transportaron inmediatamente al laboratorio de Post-recoleccion, tomando las
medidas necesarias para evitar posibles dafios en el material vegetal. Una vez en
el laboratorio, para cada variedad de fruta se seleccionaron 4 lotes de 20 frutos
homogéneos en tamano y color. Un lote se utilizé para analizar las propiedades de
los frutos en el momentos de la recoleccién, dia 0. Dos lotes fueron tratados por
inmersién en la solucién del gel correspondiente durante 10 minutos y un cuarto
lote fue el control no tratado, que se sumergié en agua destilada también durante
10 minutos. Transcurrido este tiempo se sacaron y se dejaron a temperatura
ambiente durante 6 dias. Las tasas de respiracién y de produccidon de etileno se
midieron diariamente en cada fruto individual y después de 6 dias se
determinaron las pérdidas de peso, el color, la firmeza y el indice de madurez,

también individualmente en cada fruto. Los datos son la media + ES.

Analisis estadistico

Los datos de las determinaciones analiticas se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA). Las fuentes de variacion fueron el tiempo de almacenamiento
y los tratamientos. Las comparaciones de medias se realizaron utilizando el test
de Tukey para examinar si las diferencias fueron significativas a P <0,05. Todos
los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS, paquete de software

version 11.0 para Windows.
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4.4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tasa de respiracion y produccion de etileno

Como se muestra en la figura 31, la tasa de respiracion de las ciruelas y
los melocotones sufrid un considerable descenso durante el primer dia a 20 °C.
Los melocotones pasaron de =95 mg kg* h™* el dia 0 a 50 mg kg* h' el dia 1
(Figura 31a), no existiendo diferencias significativas entre los tratamientos. Por
otra parte, las ciruelas pasaron de tener unos valores de 112 mg kg* h™ el dia 0
a ~48-66 mg kg' h'! el dia 1, siendo este descenso mdas acusado en los frutos
tratados con gel de A. arborescens (Figura 31b). A partir del dia 1 en los
melocotones y del dia 2 en las ciruelas la tasa de respiracién aumenté de forma
lineal, no existiendo diferencias significativas debidas a los tratamientos en los
melocotones, alcanzandose el Ultimo dia de almacenaje valores de ~83 mg kg™ h
!, Sin embargo, en las ciruelas la tasa de respiracion fue significativamente mas

baja en las tratadas con geles de aloe, sobre todo en las tratadas con A. vera.

~ 120 120 ~
A i\
< —e— Control —se— Control =
i e FI|
2 100 { A. vera e L1100 =
l —v— A. arborecens —v— A. arborecens ut
E E
c c
?8 80 - t 80 Tg
© ©
o 60 A o
b r 60 =
[} [0}
g a) Melocotdn b) Ciruela g

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Dias de almacenamiento a 20 °C Dias de almacenamiento a 20 °C
Figura 31. Evolucién de la tasa de respiracion en melocotén “Redhaven” (a) y ciruela
“Santa Rosa” (b) durante el almacenamiento post-cosecha a 20 ©C tras haber sido

tratadas con gel A. vera y A. arborescens. Los frutos control no fueron tratados. Los datos

son la media £ ES.
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Durante los 6 dias de almacenamiento a 20 °C la produccidon de etileno
aumenté tanto en las ciruelas como en los melocotones (Figura 32), aunque
existieron diferencias significativas debidas a los tratamientos con los geles de
aloe. Asi pues, el ultimo dia de almacenaje los melocotones mostraron los valores
mas bajos de etileno en los frutos tratados con gel de A. arborescens (4,34 +
0,41 nL g* h') (Figura 32a). Sin embargo, en las ciruelas (Figura 32b) los
valores mas bajos de etileno se observaron en los frutos tratados con gel de A.
vera (11,5 £ 2,8 nLg' h')).

20 L 50
a) Melocotdn Control b) Ciruela
—e— Control —e— A.vera
S 154 —° Avera —v— A. arborecens r 40 En
I= —v— A. arborecens =
A I
o r30 o
2 10 =
2 t20 2
<@ Q
b 5 =
r 10
0 0

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Dias de almacenamiento a 20 °C Dias de almacenamiento a 20 °C

Figura 32. Evoluciéon de la produccion de etileno en melocotdon “Redhaven” (a) y ciruela
“Santa Rosa” (b) durante el almacenamiento post-cosecha a 20 ©°C tras haber sido
tratadas con gel A. vera y A. arborescens. Los frutos control no fueron tratados. Los datos

son la media * ES.

Se confirma asi el comportamiento climatérico de estos frutos, ya que la
produccion de etileno continuaba aumentando después de la recoleccion. En el
caso de la ciruela “Santa Rosa”, hemos obtenido resultados muy similares a los
descritos por Martinez-Romero et al. (2003b). Por otro lado, en el caso de los
melocotones, si consideramos los datos obtenidos tras el almacenaje a 20 ©°C
durante 6 dias y los comparamos con los resultados obtenidos en el capitulo 2,
vemos que ambas variedades se recolectaron en estado pre-climatérico, con una
produccion de etileno muy baja, pero en un estado fisioldgico en el que el fruto ya
ha adquirido su capacidad para madurar y el climaterio se produce después de la

recoleccidon, imcrementando la produccién de etileno durante la post-cosecha
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(Giovannoni, 2001). Esto también ocurre en otras variedades climatéricas de
ciruelas como "Black Diamond”, “Black Star”, “"Santa Rosa” y “President” (Serrano
et al., 2003; Martinez-Romero et al., 2003b; Serrano et al., 2004). Ademas, la
produccion de etileno de los frutos tratados con geles de aloe,
independientemente del tipo de fruto, fue significativamente menor que en los
frutos control, por lo que al ser el etileno la hormona responsable de Ila
maduracion en estos frutos climatéricos, se puede afirmar que la aplicacion de los
tratamientos con geles de aloe retarda el proceso de maduracion, de acerdo con
trabajos recientes de nectarinas tratadas con recubrimientos de gel de A. vera
(Ahmed et al., 2009). Sin embargo, esta es la primera vez que se aplica el gel de
A. arborescens como recubrimiento de frutos y que se obtiene un efecto

inhibiendo y/o retrasando la produccion de etileno.

Firmeza

Tras 6 dias de almacenamiento a 20 °C la firmeza de los melocotones vy las
ciruelas disminuyd drasticamente. Asi, los melocotones pasaron de presentar una
firmeza de 10,33 £ 0,56 N mm™ el dia 0 a 4 N mm™ el Gltimo dia de almacenaje
(Figura 33). Por su parte, las ciruelas pasaron de 6,87 + 0,38 N mm™ el dia de
la recoleccidon a =3,5 N mm™ el Gltimo dia de almacenamiento (Figura 33).
Asimismo, la firmeza disminuyd en los melocotones y ciruelas tratados con gel de
aloe y no existieron diferencias significativas entre los frutos control y los tratados
a los 6 dias de conservacion a 20 °C. El proceso de ablandamiento en los frutos
climatéricos estd controlado por el etileno (Bennett y Labavitch, 2008), por lo que
era de esperar que en los frutos tratados con los geles de aloe la firmeza fuera
mayor que en los controles. Sin embargo, la firmeza solo se determind en los 6
dias de conservacion, momento en el que ya se habia iniciado el pico climatérico
de etileno tanto en los frutos control como en los tratados, y aunque su tasa de
produccion de etileno era menor que en los controles, pudo ser suficiente para
estimular la actividad de las hidrolasas de la pared celular implicadas en los
procesos de ablandamiento (Thumdee et al., 2010). A la vista de los resultados
de etileno, podriamos suponer que las diferencias en firmeza entre los controles y

tratados, podrian ser evidentes los dias 3 y 4 de conservacion, cuando aun no se
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habia iniciado el pico climatérico en los frutos tratados y si en los controles,

sobretodo en el caso de las ciruelas.

Il Dia0

[ Control

10 4 [ A.vera

[ A. arborecens

(o]
1

Firmeza (N mm™)
(o]

0 - T T
Melocotén "Redhaven” Ciruela "Santa Rosa"

Figura 33. Efecto del gel de A. vera y del gel de A. arborescens sobre la firmeza en

melocotones y ciruelas tras 6 dias de almacenamiento a 20 °C. Los datos son la media +

ES.

Pérdida de peso

Las pérdidas de peso son una de las principales causas de la pérdida de
calidad durante la conservacion post-recoleccién de frutas y hortalizas, ya que
ademas de su accién por si misma en el aspecto deshidratado que confiere al
producto, incrementa su susceptibilidad a sufrir ataques microbianos, con

importantes repercusiones econémicas.

Tal como se observa en la figura 34, los tratamientos con geles de A. vera
y A. arborescens fueron eficaces para reducir las pérdidas de peso de los frutos,
aunque las ciruelas mostraron unas menores pérdidas de peso que los

melocotones. Por otra parte, fue el gel de A. arborescens el que presentd los
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valores mas bajos de pérdidas de peso, tanto en las ciruelas como en los
melocotones. Asi, tras 6 dias de almacenamiento a 20 °C los melocotones
tratados con gel de A. arborescens mostraron un 2,6% menos de pérdidas que los
melocotones control y un 1,4% menos que los tratados con gel de A.vera (Figura
34). Por su parte, las ciruelas tratadas con gel de A. arborescens mostraron un
3,7% menos de pérdidas que las ciruelas control y un 1,1% menos que las
tratadas con gel de A.vera (Figura 34). Ademas, los porcentajes de pérdidas de
peso de las ciruelas “Santa Rosa” control son muy similares a los descritos por

Serrano et al (2003), siendo éstos de =5%.

12

[ Control
@ A. vera
10 4 1 A. arborecens

) Iﬂﬂ

Pérdida de peso (%)
»

Melocotén "Redhaven” Ciruela "Santa Rosa"

Figura 34. Efecto del gel de A. vera y del gel de A. arborescens sobre las pérdidas de
peso en melocotones y ciruelas tras 6 dias de almacenamiento a 20 °C. Los datos son la
media + ES.

Como se ha comentado en capitulos anteriores, las pérdidas de peso
después de la recoleccién son una consecuencia de la deshidratacién del fruto,
debido a los procesos de transpiracion que suponen la transferencia de vapor de
agua al interior del fruto a la atmodsfera. La intensidad de la transpiracion
incrementa con la temperatura y con el descenso de la HR y en igualdad de

condiciones ambientales dependera de las caracteristicas del fruto. Asi, el espesor
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de la epidermis y el recubrimiento de ceras de la cuticula son barreras fisioldgicas
para evitar la transpiracion, y determinantes de las diferentes pérdidas de agua
de los distintos frutos (Woods, 1990).

Color

En cualquiera de los frutos estudiados, el indice Croma (C*) (Figura 35),
calculado como Vv (a% + b?), disminuyd tras 6 dias de almacenaje a 20 °C, siendo
esta disminucién mayor en los frutos control, los cuales pasaron de 52,71 + 1,91
a 30,67 £ 1,62 en los melocotones y de 32,21 £ 2,89 a 18,35 + 1,13 en las
ciruelas (Figura 35). Sin embargo, aunque los frutos tratados con gel de A. vera
y de A. arborescens redujeron sus valores del color C*, esta disminucién fue
significativamente menor que en los frutos control, presentando valores finales de
=45 y =22-24 (Figura 35) para melocotones y ciruelas, respectivamente. No
obstante, no existieron diferencias significativas entre los distintos tratamientos

con gel de aloe.

La disminuciéon del croma indica un cambio a colores menos vivos o
intensos, asociados a los procesos de maduracion de las frutas. En el capitulo 2 se
ha visto que la evolucion del color de cerezas, nectarinas y melocotones no se ve
afectada por los tratamientos con gel de A. vera al ser aplicados antes de la
recoleccion de los frutos. Sin embargo, los tratamientos con los geles de aloe
aplicados tras la recoleccidén retrasan el oscurecimiento de la piel de las ciruelas y

los melocotones durante la conservacion.

Para las variedades de ciruelas rojas la concentracion total de antocianinas
es mayor en la piel que en la pulpa, siendo la antocianina mayoritaria en ambos
tejidos la cianidina 3-glucésido (Tomas-Barbera et al., 2001; Vizzotto et al.,
2007; Diaz-Mula et al., 2008). Las antocianinas también estan presentes en los
melocotones en una concentracidn total entre 1,5y 260 mg™ en los genotipos con
la piel que va de blanco a rojo (Vizzotto et al., 2007). Sin embargo, estos niveles
de antocianinas podrian ser considerados como ilustrativos, ya que las
condiciones ambientales y las practicas culturales tienen un gran efecto en el

contenido de antocianinas de una fruta en particular (Valero y Serrano, 2010).
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Figura 35. Efecto del gel de A. vera y del gel de A. arborescens sobre el color croma en
melocotones y ciruelas tras 6 dias de almacenamiento a 20 °C. Los datos son la media +
ES.

Indice de madurez

Como ya hemos comentado en capitulos anteriores, el indice de madurez
se expresa como la relacién entre °Brix y la acidez. Tal como se observa en la
figura 36, el indice de madurez aumentd en todos los frutos tras 6 dias de
almacenamiento a 20 °C, aunque el aumento fue mucho mayor en las ciruelas
gue en los melocotones. Asi, en los melocotones control los valores pasaron de
10,95 = 0,18 ©°Brix/Acidez el dia 0 a 15,21 + 0,61 °Brix/Acidez el ultimo dia de
almacenaje (Figura 36). Sin embargo, las ciruelas control pasaron de 6,77 *
0,29 ©9Brix/Acidez el dia de la recoleccidon a 33,79 =+ 2,11 9Brix/Acidez al sexto
dia de almacenamiento a 20 °C (Figura 36). Por otra parte, tanto en los
melocotones como en las ciruelas tratadas con los dos geles de aloe, el aumento

en el indice de madurez fue mucho menor, presentando valores de =12 y =24
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OBrix/Acidez para melocotones y ciruelas, respectivamente, no existiendo

diferencias entre los tratamientos (Figura 36).

354 HEM Dia0

I Control

[ A.vera

30 1 3 A. arborecens

71

20
15 -

10 A

indice de Madurez (°Brix / Acidez)

0 - T T
Melocotén "Redhaven” Ciruela "Santa Rosa"

Figura 36. Efecto del gel de A. vera y del gel de A. arborescens sobre el color croma en
melocotones y ciruelas tras 6 dias de almacenamiento a 20 °C. Los datos son la media +
ES.

El aumento del indice de madurez fue consecuencia de un aumento en el
nivel de SST y un descenso de la AT, aunque la magnitud de estos cambios fue
diferente en los dos frutos estudiados y también dependiente del tratamiento
(Tabla 7). Asi, en los melocotones los SST aumentaron de 8,05 + 0,03 ©Brix el
dia cero hasta 8,93 + 0,04 ©Brix el dia 6, mientras que la acidez disminuy6 desde
0,73 £ 0,02 hasta 0,59 = 0,02 %. Sin embargo, en las ciruelas control estos
cambios fueron mucho mas acusados, pasando los SST de 12,82 + 0,02 a 15,17
+ 0,26 ©9Brix y los de acidez de 1,91 = 0,08 a 0,45 = 0,03 %. No obstante, en
ambos frutos los tratamientos con estos geles de aloe disminuyeron

significativamente los cambios de ambos parametros.
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Tabla 7. Acidez total (%) y sélidos solubles totales (°Brix) en melocotones “Redheaven” y
ciruelas “Santa Rosa” en el momento de la recoleccidén y después de 6 dias de

conservacion a 20 °C. Los frutos fueron tratados con gel de A. vera y gel de A.

arborescens.
Tratamientos
Dias de

Fruto consevacion Control A. vera A.
20 °C ) arborescens
Acidez Total Acidez Total Acidez Total

(%) (%) (%)

0 0,73 £ 0,02 _ _

Melocotdn

6 0,59 + 0,02 0,79 £ 0,03 0,73 £ 0,02

0 1,91 + 0,08 _ _

Ciruela
6 0,45 + 0,03 0,45 + 0,03 0,61 = 0,07
OBrix OBrix OBrix
’ 0 8,05 £ 0,03 _ _
Melocoton

6 8,93 £ 0,04 8,88 + 0,08 9,07 £ 0,04

0 12,82 + 0,02 _ _

Ciruela

6 15,17 £ 0,26 | 14,62 = 0,07 13,4 +£0,19

Tal como hemos comentado en diferentes ocasiones, al estar implicado el
etileno en los procesos de maduracién de los frutos, la disminucién de su
produccion podria explicar el retraso en la evolucibn de los parametros
relacionados con la maduracidon, como la evolucion del color y del indice de

madurez, aunque no existiera efecto en la firmeza.

En el capitulo 2 se ha visto que el indice de madurez de las frutas
estudiadas (cerezas, melocotones y nectarinas) no se ve afectado por los
tratamientos con geles de A. vera al ser aplicados éstos durante la pre-cosecha.
Sin embargo, en vista de los resultados obtenidos en este capitulo, podemos
afirmar que los tratamientos con los geles de A. vera y A. arborescens retrasan la
maduracion de ciruelas y melocotones al ser aplicados después de la recoleccion.

Estas diferencias pueden explicarse por el hecho de que en los tratamientos
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precosecha el gel de aloe se aplica mediante pulverizacion y diluido al 33%,
mientras que en los tratamientos post-cosecha se aplica en bafio y sin diluir por lo
gue el recubrimiento de la superficie del fruto es mucho mayor en este ultimo
caso y en consecuencia, su efecto disminuyendo la tasa de respiracion y el
metabolismo general del fruto es mas acusado. Por otra parte, los cambios en
acidez, azuUcares y sintesis de pigmentos responsables del color durante los
ultimos dias de la maduracién en el arbol dependen del aporte de compuestos
organicos que los frutos reciben por el floema, aporte que no se ve afectado por
los tratamientos de pulverizacion con gel de aloe. Sin embargo, una vez que el
fruto se recolecta su metabolismo depende Unicamente de las reservas que
contenga y uno de los efectos mas inmediatos del tratamiento con el gel de aloe,
al igual que con otros recubrimientos comestibles, es disminuir la tasa de
respiracion, debido al aumento de la concentracién de CO, y disminucion de la de
O, en los tejidos del fruto, por la disminucién de la difusién de estos gases, a
través de la superficie del fruto, que imponen los recubrimientos (Li y Yu, 2001;
Maftoonazad et al., 2008; Diaz-Mula, et al., 2012). Al disminuir la tasa de
respiracion hay menos ATP disponible para el mantenimiento energético del
metabolismo del fruto, por lo que también se frenan las reacciones metabdlicas
responsables de los cambios asociados a la maduraciéon. Finalmente, los cambios
en la atmésfera interna inducidos por los recubrimientos también disminuyen la
sintesis de etileno, ya que un incremento de CO, inhibe la actividad ACC-sintetasa
(Zapata et al., 2008; de Wild et al., 2005).

4.4.4. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos en este capitulo, los tratamientos con
gel de A. vera y con gel de A. arborescens podrian ser aplicados en post-
recoleccion para la reduccién del proceso de maduracion ya que se produjo una
disminucidn significativa en la produccién de etileno, pérdida de peso, evolucion

del indice de color croma y del indice de madurez.
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4.5. CARACTERIZACION DEL GEL DE OCHO ESPECIES DE Aloe OBTENIDO
EN DIFERENTES ESTACIONES DEL ANO

4.5.1. INTRODUCCION

En la literatura aparecen numerosas referencias sobre los usos tradicionales
de Aloe spp., pero no existe un andlisis exhaustivo sobre la importancia
etnobotanica y la composicidon quimica de diferentes especies de Aloe, a pesar de
gue este conocimiento tiene una importancia potencial en la conservacion de la
biodiversidad y el ecoturismo (Grace et al., 2011). Sin duda, Aloe vera L. es una
de las plantas medicinales mas importantes del mundo, la cual proporciona las
materias primas para diferentes usos (medicinal, bebidas tdnicas, cosméticos y
muchos otros usos en la industria alimentaria). El Comité Cientifico Internacional
de Aloe (2012) proporciond unas estadisticas que indican que a nivel mundial se
cultivan aproximadamente 24.000 hectdreas de A. vera, con una gran
importancia econémica, cuyo valor asciende a 300 mil millones de ddlares. Sin
embargo, teniendo en cuenta el gran nimero de especies de Aloe existentes, es
sorprendente que se haya investigado tan poco sobre el potencial uso comercial
de otras especies que no sea Aloe vera. De hecho, actualmente, Aloe arborescens
se encuentra en fase de desarrollo comercial en Japon e Italia, como una posible
fuente alternativa de productos de gel, a pesar de que ya se utilizaba para el
tratamiento de quemaduras provocadas por la radiacidon nuclear generada por la
explosion de la bomba atdmica sobre Hiroshima durante la Segunda Guerra
Mundial (van Wyk y Gericked, 2000; van Wyk et al., 2009). Del mismo modo,
para Aloe ferox practicamente no existen datos comercialmente relevantes, con la
excepcion de Sudafrica, en donde el Aloe ferox es la especie de Aloe mas
comercializada, aunque el rendimiento del gel es aproximadamente del 50%,
estando fuertemente influenciado por el contenido de agua de las hojas en el
momento de la cosecha (Chen et al., 2012; O'Brien et al., 2011).

La mayor parte de los estudios sobre el gel de Aloe spp. se han realizado
en Aloe vera, y como se ha visto en capitulos anteriores, el uso del gel de esta
especie como tratamiento, tanto en pre-cosecha como en post-cosecha, ha dado

resultados positivos en la conservacién de los atributos de calidad y en la
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reduccion de la podredumbre causada por hongos en cereza, melocoton,

nectarina y uva de mesa

En vista del gran nimero de especies de Aloe (se han descrito mas de 400),
es sorprendente que, hasta ahora, solo se hayan comercializado 3 especies, y se
hayan publicado pocos trabajos que describan las propiedades de otras especies
de Aloe. En este capitulo, se exponen los resultados de las caracteristicas de las
hojas y la composicion quimica del gel de 8 especies de Aloe (Aloe arborescens
Mill.,, Aloe aristata Haw, Aloe claviflora Strydenburg, Aloe ferox Mill., Aloe
mitriformis Mill., Aloe saponaria Ait., Aloe striata Haw., y Aloe vera L.)
recolectadas en 3 estaciones del afo diferentes. Ademas, también se evalud la
actividad antifungica de las hojas de las 8 especies contra los hongos patdgenos
mas comunes de la fruta (Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium
expansum vy Penicillium italicum). Con esta informacion, se podra determinar la
posibilidad de utilizar otras especies de Aloe, ademas de A. vera, para obtener un

gel que pueda usarse en tratamientos tanto de pre-cosecha como post-cosecha.

4.5.2. DISENO EXPERIMENTAL

En este capitulo se han estudiado 8 especies de Aloe: Aloe arborescens Mill.
(Fotografia 3a), Aloe aristata Haw (Fotografia 3b), Aloe claviflora Strydenburg
(Fotografia 3c), Aloe ferox Mill. (Fotografia 3d), Aloe mitriformis Mill.
(Fotografia 3e), Aloe saponaria Ait. (Fotografia 3f), Aloe striata Haw.
(Fotografia 3g), y Aloe vera L. (Fotografia 3h). Las plantas de aloe se
cultivaron en el huerto ecoldgico que la Universidad Miguel Hernandez tiene en la
Escuela Politécnica Superior de Orihuela, Alicante, Espafia. Las hojas que se

utilizaron para el estudio fueron las de las plantas que tenian 3 afios de edad.

En el primer experimento (Afio 2010) para cada una de las especies de Aloe
spp, de 6 plantas diferentes se tomaron 6 hojas adultas préximas al suelo y de 3
afos de edad en los siguientes momentos del afio: a finales de febrero (invierno),
a finales de mayo (primavera) y a finales de agosto (verano). Las hojas
(recogidas 3 horas después del amanecer) fueron llevadas al laboratorio del grupo

de Postrecoleccion, donde se pesaron y se midié la longitud, la anchura y el
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espesor. Seguidamente, se cortaron los bordes y se elimind manualmente el
tejido del parénquima para obtener el gel de cada una de las hojas. Las
determinaciones analiticas en el gel fueron: sodlidos solubles totales (SST), pH,
acidez total, proteinas totales, lipidos totales, contenido de poliaminas libres
(putrescina, espermidina y espermina) y concentracion de aloina A (barbaloina)
determinada por HPLC, realizadas segun se recoge en el apartado de técnicas

analiticas.

En el segundo experimento (Afio 2011) las hojas se cogieron de las mismas
especies de Aloe a finales de agosto (verano), y se le inocularon varios hongos
patdgenos comunes en las plantas (Botrytis cinerea, Penicillium digitatum,
Penicillium expansum vy Penicillium italicum). Estos hongos se compraron a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. Para las especies de Aloe con hojas
pequenas (A. mitriformis, A. clavoiflora y A. aristata) se utilizaron 8 hojas para
cada especie de hongo, y en cada hoja se hicieron heridas (2x2 mm de longitud y
ancho y 2 mm de profundidad) con una lanceta estéril a lo largo de su superficie.
Para el resto de las especies de Aloe, se utilizaron 4 hojas por especie de hongo y
a cada hoja se le practicaron las heridas. En cada herida se inocularon 20 puL que
contenian 100 esporas del stock de la especie de hongo correspondiente. Al cabo
de 7 dias se comprobd si los hongos habian crecido en la herida infectada o si
ésta habia cicatrizado y los resultados se expresaron como porcentaje de heridas

infectadas de un total de 16 heridas para cada especie de hongo y de aloe.

Analisis estadistico

Los datos de las determinaciones analiticas se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA). Las fuentes de variacién fueron las especies de Aloe y la época
de recoleccién. Las comparaciones de medias se realizaron utilizando el test de
Tukey para examinar si las diferencias fueron significativas a P <0,05. Todos los
analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS, paquete de software
version 11.0 para Windows. La regresion lineal entre la concentracidon de aloina y
el crecimiento de hongos en las heridas inoculadas se efectué mediante el uso de

SigmaPlot 11 para Windows.
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4.5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de la hoja y del gel obtenido

Las dimensiones y peso de las hojas entre las 3 recolecciones efectuadas en
primavera, verano e invierno no presentaron diferencias significativas, ya que en
todos los casos solo se cogieron las hojas externas de las plantas, por lo que los
datos se expresan como el promedio de las tres medidas (Tabla 8). De acuerdo
con estos resultados, Saks y Ish-Shalom-Gordon (1995) tampoco encontraron
diferencias en el tamafo de la hoja de las plantas de Aloe vera cultivadas en
diferentes condiciones climaticas y de suelo. Sin embargo, las diferentes especies
de Aloe si presentaron diferencias significativas en las dimensiones y peso de las
hojas (Tabla 8). A. mitriformis y A. aristata mostraron las hojas mas pequefnas
(=#14-21 cm de longitud y =32-34 g de peso) y las hojas mas largas se
encontraron en A. ferox (=66 cm de longitud y =725 g de peso). Ademas, las
hojas de A. ferox también tenian el mayor espesor y la mayor anchura, tanto en
los puntos basales como en el centro. Esta variabilidad en las dimensiones de la
hoja de las diferentes especies de Aloe, probablemente se debe a una
combinacién de efectos genéticos y climaticos. En un articulo reciente sobre 24
plantas de A. ferox de ocho poblaciones, O'Brien et al. (2011) informaron que el
peso medio de las hojas es de 650 g, la longitud media de 48,5 cm y la anchura
de 10,8 cm, los cuales son unos resultados muy parecidos a los encontrados por

nosotros en esta especie.
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Tabla 8. Dimensiones y peso de la hoja de las diferentes especies de Aloe!

Dimensiones (cm)

Aloe spp Longitud Anlghl;l;:ede ‘::r;f‘:::f Espesor Peso (g)

arbor/:scens 42,4 +1,08A 43+0,14A 30+£011A 05%+002A 50,6+4,2A

A. aristata 21,4+0,52B 4,9+0,23B 39+0,15B 09+£0,02B 322+168B

A. claviflora 26,2+160C 68+063C 62+052C 26=+021C 77,7+35C
A. ferox 66,0+ 342D 11,2+083D 128+083D 29+0,17C 7253+£90,7D

mitr/{?;)rmis 14,4+ 0,28E 5,2+0,27B 46+0,28E 0,7+003D 338+1,08B
A. saponaria 26,9+ 1,03C 99+0,67E 8,0+ 0,56 C 1,1+0,10 E 170,2 £ 10,3 E
A. striata 36,9+ 090F 105+06DE 123+096D 2,0+£0,14F 343,3+ 24,6 F
A. vera 68,3+5,14D 11,8+048D 9,6 +0,36F 2,1 +£0,17F 559,9 + 38,9 G

!Los datos son la media £ ES de las determinaciones realizadas en las 3 estaciones del

afno. Para cada columna, las distintas letras mayuUsculas muestran diferencias

significativas (P<0,05) entre Aloe sp.

En general, el rendimiento del gel de aloe disminuyd de invierno a verano
(Tabla 9) en todas las especies, aunque el porcentaje de disminucién difirié entre
ellas. La mayor disminucion, 22%, se observd en A. saponaria, sin embargo, en
A. claviflora, A. striata y A. vera esta reduccion no fue significativa. Ademas, el
porcentaje de gel obtenido dependié también de la especie, siendo en las hojas de
A. vera donde se obtuvo el mayor rendimiento (63-66%), seguida de A. claviflora
(61-65%) y el menor rendimiento del gel se dio en A. arborescens (32-48%,
dependiendo de la época del afo). El pH también disminuyd de invierno a verano

y los valores difieren entre Aloe spp., especialmente durante la temporada de
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invierno. Estas especies de Aloe son plantas con fotosintesis CAM, por lo que
estos resultados indican que durante el invierno la capacidad fotosintética de
acumulacién de acidos en la vacuola durante la noche es menor que en verano.
Puesto que las hojas se cosecharon 3 horas después del amanecer, un valor de
pH mas bajo indicaria que se habria producido una mayor acumulacién de acidos
en la vacuola durante el periodo nocturno (Walter y Leegood, 1996). Los valores
de pH del gel de las diferentes especies de las muestras tomadas en la primavera
y el verano se encuentran dentro del intervalo descrito previamente para el gel de
A. vera (Eshun y He, 2004; Vega-Galvez et al., 2011).

Con respecto al contenido de sdlidos solubles totales, también se
encontraron diferencias entre las distintas especies de Aloe (Tabla 9), siendo los
geles de A. arborescens los que mostraron mayor contenido de sélidos solubles
totales, en torno a 2 ©°Brix y los de A. ferox los que presentaron los valores mas
bajos =0,6 y =1 © Brix, en invierno y verano respectivamente. Por otra parte, por
lo general, no hubieron diferencias en los sélidos solubles de los geles entre los 3
momentos del afo, con excepcidon de A. claviflora, A. ferox y A. striata, en los que
se obtuvieron incrementos significativos de invierno a verano. El andlisis de los
lipidos totales y proteinas totales revelé que los geles obtenidos durante la
temporada de verano mostraron la mayor concentracién (Tabla 10), aunque
existian diferencias entre las diferentes especies de Aloe. Asi, A. arborescens
tenia la mayor concentracién de lipidos y proteinas, seguido por A. mitriformis y
A. striata. Beppu et al. (2004) estudiaron los componentes quimicos de A.
arborescens, pero utilizando toda la hoja (epidermis y parénquima), vy
encontraron que los niveles de proteinas totales también fueron mas altos en
estaciones templadas que en la temporada de frio, mientras que no se
encontraron diferencias significativas para los polisacaridos totales. En el caso de
Aloe vera, los sélidos solubles en el gel se encontraron en un 0,56%, con algunas
fluctuaciones estacionales, mientras que los niveles de proteinas y lipidos fueron
del 7 y el 4% (Ahlawat y Khatkar, 2011), o el 3,7 y el 4,5% (Vega-Galvez et al.,

2011), respectivamente, en base a materia seca.
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Tabla 9. Valores del rendimiento del gel (%) y pH y solidos solubles totales en los geles de las diferentes especies de Aloe obtenidos en las tres

estaciones del afio!

Rendimiento del Gel de Aloe (%)

pH

Solidos Solubles Totales

-1
Aloe spp. Invierno Primavera Verano Invierno Primavera Verano Invierno (gr::-r%g\?er; Verano

A. 43,78+1,03 38,10+1,75 32,27+1,34 7,09+0,07 4,78+0,05 4,66+0,06 2,15+0,02 2,10+0,07 1,91+0,04

arborescens Aa Ab Ac Aa Ab Ab Aa Aa Aa
] 50,28+2,12 40,57+2,50 43,89+0,78 7,48+0,25 4,90+0,02 4,71+0,03 1,10+0,10 1,15£0,02 1,15+0,02

A- aristata Ba Bb Bb Ba Ab Ac Ba Ba Ba
A. claviflora  65,80+1,36 62,57+4,45 61,72+3,80 7,52+0,13 4,84+0,06 5,01+0,07 1,25+0,02 1,45+0,05 1,50+0,06

Ca Ca Ca Ba Ab Bb Ba Cb Cb
58,98+1,88 51,72+3,54 51,34+3,59 6,82+0,02 4,63+0,05 4,67+0,02 0,63+0,08 0,86+0,07 1,06%+0,06

A- ferox Da Db Db Ca Ab Ab Ca Db Bc
A. 58,89+1,56 54,79+2,95 50,67+2,25 7,79+0,09 4,64+0,02 4,69+0,03 1,75+0,03 1,71+0,06 1,62+0,06

mitriformis Da Da Db Da Ab Ab Da Ea Da
A. 62,10+0,83 52,38+1,05 48,86+2,35 5,52+0,03 4,86+0,02 4,76+0,05 1,41+0,03 1,45+0,05 1,51+0,06

saponaria Da Db Db Ea Ab Ab Ea Ca Ca
) 57,24+2,13 56,28+1,05 56,90+3,05 5,73+0,07 4,96+0,04 4,98+0,03 1,30+0,09 1,60+0,04 1,69+0,05

A- striata Da Da Ca Fa Ab Bb Ba Eb Db
66,47+1,59 65,76+1,13 63,38+1,04 5,30+0,28 4,61+0,03 4,58+0,01 1,12+0,02 1,11+0,03 1,15+0,03

A- vera Ca Ca Ca Ea Ab Ab Ba Ba Ba

!Los datos son la media + ES. Para cada columna, las letras mayuUsculas muestran diferencias significativas (P<0.05) entre Aloe spp. Para cada fila,

las letras minusculas muestran las diferencias significativas (P<0,05) entre las 3 estaciones.
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Tabla 10. Lipidos totales y proteinas en los geles de las distintas especies de Aloe! obtenidos en las tres estaciones del afio

Aloe spp

Lipidos Totales (g 100g™)

Invierno Primavera Verano

Proteinas Totales (g 100 g™!)

Invierno

Primavera

Verano

A. arborescens

A. aristata

A. claviflora

A. ferox

A. mitriformis

A. saponaria

A. striata

A. vera

0,13+0,03 Aa 0,15+0,01 Aa 0,42+0,02 Ab
0,10+0,01 Aa 0,06+0,01 Bb 0,18+0,03 Bc
0,14 +0,02 Aa 0,07+0,01 Bb 0,29+0,03 Cc
0,07+0,03 Aa 0,07+0,01 Ba 0,17+0,03 Bc
0,11+0,01 Aa 0.09+0,01 Ba 0,36+0,02 Ab
0,13+0,03 Aa 0,09+0,01 Ba 0,19+0,03 Bb
0,12+0,02 Aa 0,09+0,01 Ba 0,36+0,04 Ab

0,11+0,02 Aa 0,08+0,01 Ba 0,19+0,02 Bb

0,26+0,01 Aa

0,14+0,01 Ba

0,26+0,05 Aa

0,05+0,01 Ca

0,28+0,01 Aa

0,11+0,02 Ba

0,14+0,01 Ba

0,20+0,03 Aa

0,31+0,02 Aa

0,06+0,02 Bb

0,24+0,05 Aa

0,02+0,01 Ba

0,11+0,02 Cb

0,09+0,01 Ca

0,06+0,02 Bb

0,16+0,05 Ca

0,54+0,05 Ab

0,12+0,01 Ba

0,24+0,01 Ca

0,15+0,03 Bb

0,39+0,01 Dc

0,17+0,01 Bb

0,25+0,01 Cc

0,22+0,01Ca

!Los datos son la media + ES. Para cada columna, las letras mayusculas muestran diferencias significativas

spp. Para cada fila, las letras minlsculas muestran las diferencias significativas (P<0,05) entre las 3 estaciones.

(P<0,05) entre Aloe
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Concentracion de aloina

Uno de los principales constituyentes bioldgicamente activos de los
extractos de aloe es la aloina o barbaloina (10-glucopiranosil-1 ,8-dihidroxi-3-
(hidroximetil) -9 (10H)-antracenona), que se encuentra en la naturaleza como
una mezcla de dos diastereosidmeros, aloina A (10R) y aloina B (10 S). Estos
dos compuestos se usan generalmente como componentes clave para el control
de calidad de esta planta y sus derivados. La aloina generalmente se encuentra
a elevada concentracion en el exudado que se segrega de las hojas recién
cortadas, mientras que cantidades muy bajas de aloina se encuentran en gel de
aloe obtenido de la masa interna de la hoja de aloe (Fanalli et al., 2010). Estos
autores encontraron que, la concentracién aloina oscildé entre 1-9 mg 100 g™ de

peso fresco dependiendo de la especie de Aloe y la época del ano.

La mayor parte de la literatura que existe sobre el contenido de aloina
trata sobre la especie mas estudiada, que es el A. vera, para la cual se han
encontrado concentraciones entre 0,3 y 15 mg 100 g™ de peso fresco (Bozzi et
al., 2007; Miranda et al., 2009; Vega-Galvez et al., 2012). Sin embargo, en
otras partes de la hoja como en la capa epidérmica interior, se han encontrado
concentraciones mas altas de aloina. Asi, en estos tejidos la concentracién de
aloina para A. arborescens, A. Vera y A. striata fue de 0,7, 0,5y 0,07 mg de
100 g*' respectivamente (Okamura et al., 1996). Aparte de aloina, una
oxantrona (10-hidroxi-B 6'-O-acetato) se identific6 como componente de las
antronas en A. claviflora (Dagne et al., 1998), mientras que en el caso de A.
ferox, aloeresina A vy aloesina también son abundantes, y 8-0O-metil-7-
hydroxyaloin A y B son caracteristicas de A. vera (Fanalli et al., 2010). Estos
compuestos pueden servir como huellas digitales fitoquimicas para estas
especies de Aloe. En un articulo reciente, se han descrito el 5-hydroxyaloin A, y
los aloinosidos A y B como antrona-C-glucésidos tipicos de A. ferox, los cuales
pueden ser metabolizados a aloina A, aloina B y a un metabolito hidroxilo

después de la ingestion (Chen et al., 2012).

Es interesante senalar que la estacionalidad de la recoleccién tiene una

fuerte influencia sobre el contenido de aloina, ya que ésta aumentd
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significativamente de invierno a verano para todas las especies de Aloe. El
mayor incremento (=10 veces) se encontré en A. mitriformis y A. striata
(Figura 37). Sin embargo, A. ferox y A. saponaria mostraron menos cambios de
invierno a verano. En un estudio con A. arborescens también se encontraron
variaciones estacionales en los niveles de aloina, siendo mayor durante la
estacion calida que en las frias (Beppu et al., 2004). Para la planta de A.
hereroensis, un tipo de compuesto fendlico llamado homonataloina se encontré
a concentracidn mas elevada durante la temporada de verano y mas bajo al
inicio del invierno (Chauser-Volfson y Gutterman, 1997). El aumento de la
concentracion de aloina en los geles obtenidos durante la temporada de verano
podria ser consecuencia del elevado nivel de radiacién, que fue *300 W m™ dia™

de acuerdo con el Instituto Meteoroldgico Regional para el afio 2010.
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Figura 37. Concentracién de aloina en geles de diferentes especies de Aloe cuyas hojas fueron

recolectadas en 3 estaciones del afio distintas. Los datos son la media + ES.
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Compuestos fenodlicos y actividad antioxidante

La concentracion de fenoles totales dependié de la especie de Aloe, ya
que A. arborescens es la especie que mostré la concentracién mas alta, mientras
gue las concentraciones mas bajas se dieron en A. aristata, A. saponaria y A.
vera (Figura 38). Ademas, la temporada de recolecciéon también influyd en el
contenido de fenoles totales, ya que las muestras recogidas en invierno o en
verano tenian mayor concentracion fendlica que aquellas recogidas durante la
primavera. Estos resultados indican que las bajas y altas temperaturas podrian
provocar una acumulacién de compuestos fendlicos totales como respuesta al
estrés. De hecho, en el afio 2010 las muestras de invierno fueron recogidas
después de 3 meses con temperaturas inferiores a 5 °C (temperatura minima
media), mientras que las muestras de verano se recogieron después de 3 meses
con temperaturas superiores a 30 °C (temperatura maxima media), segun el

Instituto Meteoroldgico Regional.

n HEE [nvierno
40 - I Primavera
= [ Verano
o
)
=
g’ 30 -
0
Q@
8
2 20 -
%) T
Qo
2
)
L. 10 4
S X0 (o ok O (o R (O
N Y QO o R & O <©
60 O N \ o) 0(\ 9\.‘ )
a‘\ooﬂe P'&‘ ‘0\0 > N <(\\'\\\ P\“f;a&) > >
P\,

Figura 38. Concentracién de fenoles totales en geles de diferentes especies de Aloe cuyas hojas

fueron recolectadas en 3 estaciones del ano distintas. Los datos son la media = ES.
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La actividad antioxidante total (AAT) de los geles de aloe se midi6 por
separado en dos fracciones: hidroéfila (AAT-H) vy lipofila (AAT-L). Para todas las
especies de Aloe la AAT-H (Figura 39) fue mayor que la AAT-L (Figura 40). La
AAT-H mostré un comportamiento similar al de las concentraciones de fenoles
totales; es decir, se encontré mayor actividad en los geles obtenidos durante el
invierno y el verano que en los geles de las hojas recogidas en primavera. A.
arborescens presentd los niveles de AAT-H mas altos. De hecho se pudo
observar una alta correlacién entre la AAT-H y los fenoles totales (y = 0,69 x +
3,62; r = 0.808) (Figura 41), demostrando que los fenoles son los principales
compuestos hidréfilos que contribuyen a la AAT-H, de acuerdo con los informes
anteriores en una amplia gama de frutas y hortalizas (Valero y Serrano, 2010).
Entre los compuestos fendlicos identificados en el latex de Aloe harlana, la
mayor actividad antioxidante correspondié a 7-O-methylaloeresin A seguido por
aloina (Asamenew et al., 2011). En otros trabajos también se ha determinado,
en Aloe ferox, la AAT expresada como ORAC, en fracciones tanto hidréfilas como
lipofilas, poniendo de manifiesto que la concentracion de polifenoles
antioxidantes individuales no es el Unico factor que influye en la capacidad
antioxidante, ya que otros compuestos como indoles y alcaloides también
contribuyen a la actividad antioxidante (Loots et al., 2007). En este trabajo no
se determind el contenido en acido ascdrbico de los geles, pero su contribucion a
la AAT-H no debe ser descartada, ya que esta presente en el gel de A. vera en
una concentracién elevada (160 mg 100 g*, ps) (Vega-Gélvez et al., 2011) y su

capacidad antioxidante es bien conocida.

Con respecto a la AAT-L, se aprecid un aumento general del invierno al
verano, aunque la actividad fue diferente entre las especies de Aloe. La mayor
AAT-L la presentd A. mitriformis, mientras que A. saponaria y A. vera
presentaron los valores mas bajos. Vega-Galvez et al. (2011) determinaron la
presencia de vitamina E en el gel de A. vera, lo que podria contribuir a la AAT-L,
debido a su naturaleza lipofilica y su papel en la proteccién de los acidos grasos
de las membranas contra el dafio causado por los radicales libres. No obstante,
y de acuerdo con nuestros resultados, otros autores han encontrado que los
extractos metandlicos y de acetona del gel de Aloe vera muestran mayor

actividad antioxidante en comparacion con los extractos de hexano y de
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cloroformo (Saritha et al., 2010), lo que indicaria que los compuestos hidrofilos

contribuyen mas que los lipdfilos a la actividad antioxidante del gel de aloe.

A pesar de que los geles de aloe muestran una capacidad antioxidante
mas baja que el extracto de té o el acido ascorbico, tienen mas actividad que el
butil hidroxitolueno (BHT) sintético o a-tocoferol (Khaing, 2011). Por otra parte,
se ha sugerido que la composicién y la actividad antioxidante del gel de aloe
cambia a lo largo del desarrollo de la planata (Hu et al., 2003). Sin embargo, en
nuestro experimento las hojas fueron recogidas de las plantas con 3 afos de
edad y las diferencias observadas entre especies y época del afio se deben
atribuir a las diferencias genotipicas entre las distintas especies de Aloe y al
efecto de las diferentes condiciones climaticas a lo largo de las estaciones del

afio, respectivamente.
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Figura 39. Actividad antioxidante total hidrosoluble (AAT-H) en geles de diferentes especies de
Aloe cuyas hojas fueron recolectadas en 3 estaciones del afio distintas. Los datos son la media £
ES.
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Figura 40. Actividad antioxidante total liposoluble (AAT-L) en geles de diferentes especies de Aloe

cuyas hojas fueron recolectadas en 3 estaciones del ano distintas. Los datos son la media + ES.
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Figura 41. Correlacién entre la actividad antioxidante total hidrosoluble y los fenoles totales en

geles de diferentes especies de Aloe. Los datos son la media £ ES.
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Poliaminas

Los niveles de poliaminas libres (putrescina, espermidina y espermina) se
determinaron por HPLC-DAD en los geles de las distintas especies de Aloe, y los
resultados revelaron que la concentracion de putrescina fue superior a la de
espermidina y espermina. En general, los niveles de putrescina y espermidina
aumentaron a lo largo de las estaciones del afio, y especialmente desde la
primavera hasta el verano, aunque los aumentos fueron diferentes dependiendo
de la especie de Aloe. Asi, por ejemplo, la putrescina aumentd =10-20-veces
desde el invierno al verano en A. vera, A. saponaria y el A. ferox (Figura 42),
mientras que en espermidina los mayores aumentos se obtuvieron en A. vera y
A. saponaria (Figura 43). Sin embargo, este comportamiento no se ha
encontrado para la espermina, que aumentd desde el invierno hasta el verano
sOlo en A. vera, mientras que en la mayoria de las especies la concentracién de

espermina en los geles disminuy6 de invierno a primavera (Figura 44).
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Figura 42. Concentracién de putrescina libre en geles de diferentes especies de Aloe cuyas hojas

fueron recolectadas en 3 estaciones del ano distintas. Los datos son la media + ES.
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Figura 43. Concentracion de espermidina libre en geles de diferentes especies de Aloe cuyas

hojas fueron recolectadas en 3 estaciones del afio distintas. Los datos son la media + ES.
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Figura 44. Concentracion de espermina libre en geles de diferentes especies de Aloe cuyas hojas

fueron recolectadas en 3 estaciones del ano distintas. Los datos son la media = ES.
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En un estudio con toda la hoja de A. arborescens (Beppu et al., 2004), los
niveles de putrescina y espermidina fueron altos en verano y bajos en primavera
0 en invierno, lo que concuerda con nuestros resultados. Esta es la primera vez
en la que el contenido de poliaminas libres se ha estudiado en los geles de una
amplia gama de especies de Aloe. Dado que las poliaminas se encuentran a
concentraciones elevadas en tejidos jovenes y tienen un papel antisenescente
en varios tejidos y organos vegetales (Valero et al., 2002), la presencia de
poliaminas libres en los geles de aloe podria ser considerada como una fuente
de agentes anti-senescentes para las posibles aplicaciones de los geles de aloe
como tratamientos de frutas en pre- y post-cosecha. De hecho, el tratamiento
post-cosecha con putrescina o espermidina condujo a un retraso del proceso de
maduracion de ciruelas (Serrano et al., 2003), alivié el dafo mecanico en el
limén (Martinez-Romero et al., 1999) y redujo las lesiones por frio de la granada
(Mirdehghan et al., 2007), como consecuencia de una mayor concentracién de
poliaminas enddgenas. Ademas, antes de la cosecha la aplicacidon de putrescina
aumento los évulos funcionales de las flores de albaricoque (Alburquerque et al.,
2006). Sin embargo, son necesarios mas estudios para correlacionar el
contenido de poliaminas de los geles de aloe con sus efectos beneficiosos sobre
el mantenimiento de la calidad y retraso de los procesos de maduracion y
senescencia durante la conservacion post-recoleccion, cuando se usan como

tratamientos pre- o post-cosecha.

Crecimiento fingico en las hojas de diferentes especies de Aloe

Teniendo en cuenta que las mayores concentraciones de aloina, fenoles
totales, actividad antioxidante total, lipidos totales y proteinas se encuentran el
los geles obtenidos de las hojas recolectadas en verano, al afo siguiente las
hojas de aloe fueron recogidas en esta estacidn para comprobar su sensibilidad
a la infeccién por diferentes hongos patdgenos de la fruta. Estos hongos se
inocularon artificialmente en las hojas. Los hongos estudiados fueron Botrytis
cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium expansum y Penicillium italicum. Los
resultados revelaron que después de 7 dias de la inoculaciéon se encontraron 3
tipos distintos de lesiones: a) lesiones con el mismo tamafo inicial y necrosis

(curado); b) lesiones con un aumento del tamafio de la herida debido a un
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aumento en el desarrollo inicial de los hongos, pero con posterior necrosis, y C)
lesiones con crecimiento activo del hongo, que son las que se consideran heridas
infectadas, y se representan en la Figura 45. Es evidente que B. cinerea fue el
hongo mas invasivo, ya que fue capaz de crecer en todas las especies de Aloe,
aunque de forma diferente en cada una de ellas. La especie de Aloe mas eficaz
en la inhibicion del crecimiento de este hongo fue A. feroz (Fotografia 50),
mientras que B. cinerea crecid en un 70-80% de las heridas en las otras
especies de Aloe. En general, las especies de Aloe mas eficaces para inhibir el
crecimiento de hongos fueron A. mitriformis (Fotografia 51a) y A. saponaria
(Fotografia 51b), en las que no crecieron ninguna de las especies de
Penicillium, seguido por A. arborescens y A. ferox, en las que crecieron P.
italicum y P. digitatum respectivamente, pero s6lo en un 10% de las lesiones. La
pulpa de Aloe vera mostrd un efecto inhibitorio sobre el desarrollo del micelio de
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, y Colletotrichum coccodes (Jasso de
Rodriguez et al., 2005). Se encontrd una correlacién negativa entre el contenido
de aloina de los geles de las diferentes especies de Aloe y el porcentaje de
heridas infectadas, teniendo en cuenta todos los datos de las inoculaciones con
las diferentes especies de hongos (y = -0,11 + 9,17 x; R*> = 0,743), lo que
indica que la aloina puede ser la principal responsable para los efectos

antifungicos de estas especies de Aloe.

El mecanismo de acciéon por el cual los extractos de aloe inhiben el
desarrollo de los hongos no se conoce con exactitud, aunque se ha propuesto
que aloina o barbaloina afectan en gran medida a los fosfolipidos de las
membranas, lo que conduce a cambios notables en las propiedades fisicas de la
membrana. Estas alteraciones consisten en cambios de la interfase de
lipido/agua en los fosfolipidos cargados negativamente y perturbaciones del
nucleo de la bicapa, que estan relacionadas con la actividad antimicrobiana de la
aloina (Alves et al., 2004). En este sentido, en una amplia gama de bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas y de cepas de hongos, la aloina y la 7-O
methylaloeresina A han mostrado una fuerte actividad antimicrobiana

(Asamenew et al., 2011).
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Figura 45. Porcentaje de heridas infectadas en las hojas de diferentes especies de Aloe que

fueron recolectadas en 3 estaciones del afio distintas. Los datos son la media + ES.

Fotografia 50: Hoja de Aloe ferox infectada con B. cinerea, P. digitatum, P. expansum y P.

italicum. Fuente: S. Castillo.
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Fotografia 51: Hoja de Aloe mitriformis (a) y Aloe saponaria (b) infectadas con B. cinerea, P.
digitatum, P. expansum y P. italicum. Fuente: S. Castillo.

4.5.4. CONCLUSIONES

Esta es la primera vez que se ha realizado un estudio exhaustivo y
comparativo en 8 especies de Aloe, y los resultados muestran que existen
diferencias significativas en las propiedades y la composicion quimica del gel
obtenido de las hojas segun la especie de Aloe. La época del afio de la
recoleccion de las hojas también influye en la composicion del gel obtenido, ya
que los lipidos, proteinas, aloina, fenoles totales, actividad antioxidante total
(fracciones hidrofilica y lipofilica) y poliaminas (putrescina y espermidina) fueron
mas elevados en verano. El crecimiento de los hongos fue diferente en las hojas
de las distintas especies de Aloe, siendo las hojas de A. ferox, A. mitriformis y A.
saponaria en las que menos crecieron los hongos inoculados artificialmente. El
porcentaje de heridas infectadas por los diferentes hongos en las hojas de las
diferentes especies de Aloe se correlaciond negativamente con la concentraciéon
de aloina de sus geles, lo que indica que la aloina puede ser uno de los
componentes del gel de aloe mas importantes relacionados con la actividad
antifungica. Es evidente que los compuestos activos responsables de las
funciones bioldgicas del gel de aloe han atraido el interés de los investigadores,
aunque la mayor parte del trabajo realizado se ha llevado a cabo en Aloe vera,
la especie mds comun del género Aloe. Con este trabajo, en el que se han
utilizado 8 especies de Aloe se puede afirmar que A. ferox, A. mitriformis y A.
saponaria podrian ser una buena alternativa a los geles comerciales de A. vera,
con supuesta aplicacidon practica ya que el porcentaje de rendimiento del gel es

similar (50-65%) y contiene alta concentracion de aloina.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

1. En experimentos in vitro se ha demostrado que el gel A. vera
comercializado por AVISA es efectivo inhibiendo el crecimiento de los
hongos mas devastadores en la post-cosecha de frutos, Botrytis cinerea y
Penicillium digitatum, por lo que podria ser un posible tratamiento para

inhibir la aparicién de podredumbres durante la conservacién de los frutos.

2. Los geles de Aloe vera obtenidos de nuestros cultivos han mostrado un
efecto positivo sobre el control del crecimiento de hongos de tipo
filamentoso, como Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium
italicum y Rhizopus stolonifer, inoculados artificialmente en nectarinas. Sin
embargo, no ha habido un control pleno y prolongado de estos hongos y de
sus efectos, como ocurre con la mayoria de las materias activas que

actualmente se emplean para este fin en horticultura.

3. El uso de los geles de aloe, aplicados antes de la recoleccidon, podria ser una
buena herramienta para ayudar al control, de una forma natural, de
enfermedades de tipo flngico. Estos geles se podrian aplicar tanto en
cultivos tradicionales, cuando se estan cumpliendo los plazos de seguridad
de la mayoria de las materias activas, como en cultivos ecolégicos. El efecto
de estos tratamientos disminuyendo la carga microbiana de los frutos en el
momento de la recoleccién, ha sido variable entre las diferentes especies de
frutos analizados, siendo mas efectivos en uva de mesa y cereza que en
nectarina y melocotén. No obstante, en ningun caso los tratamientos

tuvieron efectos negativos sonbre los parametros de calidad de los frutos.

4. Los geles de aloe aplicados en pre-cosecha (uva de mesa) o en post-
cosecha (melocotédn y ciruela) retrasaron los procesos de maduracidn
durante la conservacion. Estos frutos mostraron una menor tasa de
respiracion y emision de etileno que los frutos no tratados. Este efecto
provocé una menor pérdida de calidad en los parametros de color, firmeza,
indice de madurez o aparicidon de pardeamientos en el raquis de los racimos

de las uvas.
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5. Existe una gran variacién en la composiciéon de los geles de las distintas
especies de aloes analizadas. Esta variabilidad fue dependiente de la
especie estudiada y del momento de recoleccion de las hojas. En este
sentido, aunque existen especies de aloe que no son las mas productivas,
por su numero de hojas y rendimiento de gel, como es el caso de A.
arborecens, algunas de ellas, deben de ser tenidas en cuenta para la
elaboracidon de geles, ya que son mas ricas en compuestos de interés como
aloina, que se ha correlacionado con la actividad antifingica de las especies
de aloe estudiadas. Ademas, fue en el verano cuando los geles de aloe
alcanzan una mayor concentracién de aloina, y por tanto, seria la estacion
mas adecuada para recolectar las hojas y obtener los geles para

aplicaciones comerciales.

6. Hasta la fecha las principales aplicaciones de los geles de aloe han sido
principalmente en cosmética, medicina y en alimentos. Para estos fines los
geles de aloe son depurados para la eliminacion de antraquinonas. En esta
Tesis se ha comprobado que se pueden elaborar geles de aloe para ser
aplicados en productos horticolas antes o después de su recoleccion y
ademas sin la necesidad de recurrir a la eliminacion de estas antraquinonas,

ya que en éstas reside gran parte de su poder antifiingico.
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