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“EL Etrog”- Cidro o Toronja (Citrus medicaL.)
Dime, ;qué arbol produce una fruta de tal belleza que sélo el arbol mismo
puede superarla en su belleza?
(Puede que sea el algarrobo? No. Aunque sus hermosas ramas proporcionen
una sombra refrescante, el fruto es feo.
Sin embargo el fruto del cidro y su arbol se igualan por su belleza.

(Puede que sea el granado? No. Aunque su fruto sea encantador, el arbol es feo.
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én, quien murié en

castellano, (delimitado por el recuadro en el texto original escaneado) escrito en idioma

hebreo, esta redactado por Rabbi Yohanan bar Nappaha, eminente sabio emoraita de la
el afio 278 e. c. (afio 4039 del calendario hebreo). El Talmud de Jerusalén se terminé de

(Guemara). El texto sobre el Etrog (Citrus medica L.) arriba presentado, traducido el
redactar en el afio 500 e. c.

Fragmento escaneado del Talmud de Jerusalén, Tratado de Suca, Cap. lll, Halaja 5

Tierra de Israel de la 22 Generacidn, iniciador del Talmud de Jerusal






"Lo que digo no lo digo como hombre sabedor, sino

buscando junto con vosotros”, Platon (427 — 347 a. c.).
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DESARROLLO DE,METODOS ANALITICOS PARA LA DETECCIQN DE
CAMBIOS METABOLICOS FRENTE A SITUACIONES DE ESTRES EN

FRUTA FRESCA
RESUMEN

En este estudio se plantea el desarrollo de métodos analiticos para la deteccién de cambios
metabdlicos a corto plazo frente a situaciones de estrés en fruta fresca, como son las infecciones
fungicas y los impactos mecénicos.

A pesar de las modernas técnicas que se aplican actualmente en las lineas de manipulacién
en citricos en postcosecha y del uso de funguicidas, continda siendo muy frecuente la aparicién de
infecciones flingicas en las frutas almacenadas, por germinacién de esporas de mohos en la
corteza de los citricos favorecidas muchas veces por las heridas o magulladuras que se producen
en las frutas por impactos ocurridos durante su manipulacion.

Dichas infecciones tradicionalmente se hacen evidentes por la deteccién de signos visuales de
infeccion en la corteza de los citricos (“podrido”) con la consecuente pudricion de las frutas
afectadas, depreciacion del producto y en muchos casos, la imposibilidad de su comercializacién.

Dada esta situacion se consideré de interés desarrollar métodos que pudieran colaborar en la
prediccién de la aparicion de infecciones flngicas por deteccién de cambios metabdlicos antes que
las mismas fueran evidentes y de esta manera contribuir al desarrollo de sistemas para la
optimizacion de las etapas de comercializacion.

La deteccion de cambios metabdlicos se orientd hacia el andlisis de tasas respiratorias, asi
como la eventual aparicion de volatiles indeseables (acetaldehido y etanol).

Se ha disefiado e implementado un sistema de andlisis de tasas respiratorias mediante
cromatografia gaseosa del espacio de cabeza. Para ello se conecté un microcromatégrafo de
gases (MCG) a una camara de respiracion hermética conteniendo la fruta a estudiar que analiza el
espacio de cabeza por aspiracién automatica de muestras gaseosas de manera casi continua a
tiempos prefijados y con tiempos cortos de analisis. El sistema se desarrollé6 con naranjas sanas
var. Navelate. Posteriormente se aplicé en naranjas var. Navelate inoculadas con esporas de los
hongos que habitualmente causan mayores perjuicios econoémicos en los citricos (género
Penicillium) almacenadas a 21°C y 75,5% u 85% HR y en manzanas var. Granny Smith impactadas
mecanicamente en condiciones controladas, simulando posibles golpes que las frutas reciben en
los almacenes. Los inéculos fangicos provenian de cultivos generados a partir de liéfilos puros
obtenidos de la “Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo”.

Se plantea un modelo matematico que simula los flujos gaseosos que se producen en el
sistema a los efectos de cuantificar la tasa respiratoria y los volatiles indeseables detectados en
cada andlisis.

Los resultados permiten correlacionar las tasas respiratorias obtenidas con los signos visuales
de infeccion, resultando posible detectar aumentos en la respiracion previo a la deteccién de signos
visuales de infeccién en todas las naranjas analizadas, siendo mas agresivo el tratamiento con P.
digitatum a 75,5% HR. En las manzanas no se detectaron cambios en las tasas respiratorias, lo
que no ha sido posible correlacionar con otros cambios fisicoquimicos en la fruta (parametros de
color, textura y contenido de sélidos solubles totales).

Con estos datos preliminares, esta metodologia podria constituirse en una linea interesante a
continuar profundizando para la prediccion de infecciones flngicas y la deteccién de impactos
mecanicos y consecuentemente para la optimizacién de la vida util de fruta fresca.

Palabras Clave: Citricos, cromatografia gaseosa, tasas respiratorias, Penicillium sp., impactos
mecanicos
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DESENVOLUPAMENT DE METODES ANALITICS PER A LA\DETECCIO DE
CANVIS METABOLICS ENFRONT A SITUACIONS D’'ESTRES EN FRUITA
FRESCA

RESUM

En aquest estudi es planteja el desenvolupament de métodes analitics per a la deteccié de
canvis metabolics a curt termini en front a situacions d’estrés en fruita fresca, com son les
infeccions flingiques i els impactes mecanics.

A pesar de les modernes tecniques que s’apliquen actualment en les linees de manipulacié en
citrics en poscollita i de I'is de fungicides, continua sent molt freqlient I'aparicié d'infeccions
fungiques en les fruites emmagatzemades, per germinacié d’espores de fongs en la corfa dels
citrics afavorides moltes vegades per les ferides o colps que es produeixen en les fruites per
impactes ocorreguts durant la seva manipulacié.

Estes infeccions tradicionalment es fan evidents per la detecci6 de signes visuals d’infeccié en
la corfa dels citrics (“podrit”) amb la consequent putrefaccié de les fruites afectades, depreciacié del
producte i en molts casos, I'impossibilitat de la seua comercialitzacio.

Donada aquesta situacié es va considerar d’interés el desenvolupar métodes que pogueren
col-laborar en la prediccié de I'aparicié d'infeccions fangiques per deteccié de canvis metabolics
abans que aquestes foren evidents i d’aquesta manera contribuir al desenvolupament de sistemes
per a I'optimitzaci6 de les etapes de comercialitzaci6.

La deteccié de canvis metabolics es va orientar cap a I'analisi de taxes respiratories mitjancant
cromatografia gasosa de I'espai de capcalera. Per fer aix0 es va connectar un microcromatograf de
gasos (MCG) a una cambra de respiracié hermetica contenint la fruita a estudiar que analitza
I'espai de capgalera per aspiracié automatica de mostres gasoses de manera gairebé continua a
temps prefixats i en temps curts d’analisi. El sistema es va desenvolupar amb taronges sanes var.
Navelate. Posteriorment es va aplicar a taronges var. Navelate inoculades amb espores dels fongs
que habitualment causen majors prejudicis economics en els citrics (genere Penicillium)
emmagatzemades a 21°C i 75,5% o 85% HR i en pomes var. Granny Smith impactades
mecanicament en condicions controlades, simulant possibles colps que les fruites reben als
magatzems. Els indculs fangics provenien de cultius generats a partir de liofils purs obtinguts de la
“Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo”.

Es planteja un model matematic que simula els fluxos gasosos que es produeixen en el
sistema als efectes de quantificar la taxa respiratoria i els volatils indesitjables detectats en cada
analisi.

Els resultats permeten correlacionar les taxes respiratories obtingudes amb els signes visuals
d’infeccid, resultant possible detectar augments en la respiracié previs a la deteccié de signes
visuals d'infecci6 en totes les taronges analitzades, sent més agressiu el tractament amb P.
Digitatum a 75,5% HR. En les pomes no es van detectar canvis en les taxes respiratories, el que no
ha estat possible correlacionar amb altres canvis fisicoquimics en la fruita (parametres de color,
textura i contingut de solids solubles totals).

Amb aquestes dades preliminars, aquesta metodologia es podria constituir en una linia
interessant per a continuar aprofundint en la prediccié d'infeccions flangiques i la detecci6
d’'impactes mecanics i consequentment per a I'optimitzacié de la vida util de fruita fresca.

Paraules clau: Citrics, cromatografia gasosa, taxes respiratories, Penicillium sp., impactes
mecanics.
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DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHODS FOR METABOLIC CHANGES
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ABSTRACT

This study deals with the development of analytical methods for metabolic changes detection in
short time terms upon stress conditions in fresh fruits such as fungal infection and mechanical
impacts.

Although modern post harvest techniques that are carried out nowadays and fungicides
application in citric fruits in the manipulation lines, fungal infections occurrence are still very frequent
in stored fruits through moulds spores germination in the citric fruits peel. This process is many
times favoured by wounds and bruises produced in fruits due to mechanical impacts occurred
during their manipulation.

Such infections are detected traditionally by visual signs on citric fruits peel (“decay”) with
consequent damage and complete decay of affected fruits; reduced price products and in many
cases, no commercialization possibilities.

Taking into account this situation, methods development that may collaborate in fungal
infections prediction occurrence through metabolically changes detection prior to fungal infection
evidence was considered of interest. And in this way be able to contribute for the development of
optimization commercialization steps systems.

Metabolic changes detection was oriented towards respiration rate analysis as well as the
eventual occurrence of given off volatiles (acetaldehyde and ethanol).

A head space gas chromatography analysing system was designed and implemented. For this
purpose, a micro gas chromatograph (mMCG) was connected to a hermetic respiration chamber
containing the fruit to be analysed by automatic aspiration of gas samples in an almost continuous
way at a prefixed time intervals and short time of analysis. The system was developed with fresh
oranges var. Navelate. Afterwards, it was applied to oranges var. Navelate inoculated with spores
from moulds that habitually cause the highest economically damage in citric fruits (Penicillium
genus) stored at 21°C and 75,5% RH or 85% RH and also in Granny Smith apples mechanically
injured in controlled conditions, simulating possible mechanical impacts that fruits may receive in
stores. Fungal inoculums came from cultures generated from pure lyophilised cultures obtained
from the “Spanish Type Culture Collection”.

A mathematical model that simulates the produced gas fluxes in the system is outlined in order
to quantify the respiration rate and given off volatiles detected in each analysis.

Results let correlate obtained respiration rates with fungal infection visual signs, being possible
to detect increases in respiration rates prior visual infection signs detection in all analysed oranges,
being more aggressive the P. digitatum treatment at 75,5% HR. In apples no respiration rates
changes were detected which did not let correlacionate with other physicochemical changes in the
fruits (colour parameters, texture and total soluble solids content).

With these preliminary data, this methodology may constitute an interesting line to be
continued to deep in about fungal infections predictions and mechanical impacts detections for the
consequent shelf life fresh fruit optimization.

Key words: Citrus fruits, gas chromatography, respiration rates, Penicillium sp, mechanical
impacts
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL






Capitulo I.- Introducciéon General

|. INTRODUCCION GENERAL

Dado que el objetivo general de esta Tesis Doctoral se basa en el
desarrollo de métodos analiticos de deteccion de estrés en fruta fresca, se
expondran en el presente capitulo de Introduccién General los principales
aspectos de los frutos citricos, por haber constituido la materia prima con la
cual se llevaron a cabo los ensayos pertinentes al desarrollo del método
analitico, dada su disponibilidad local y temporal. Ademas, por su enorme
importancia econdmica regional e internacional, se deriva la relevancia que
tiene el desarrollo de métodos rapidos y positivos de deteccion de estrés, para
este tipo de fruta en la postcosecha.

l.1. ORIGEN DE LOS CITRICOS

El término "agrios" es un nombre colectivo plural que designa los frutos y
por extension, los arboles que los producen, pertenecientes al género Citrus.
Los principales agrios cultivados para la produccion de frutos son: naranjos,
mandarinos, clementinos, limoneros y pomelos. Otras especies de menor
importancia son también objeto de cultivo en determinadas regiones: tal es el
caso del cidro, cultivado en Cércega y en ltalia; del naranjo amargo, cultivado
en las riberas del rio Guadalquivir en Espafia, para la produccién de naranjas
amargas destinadas a la fabricacion de mermeladas y los bergamotos, en
algunas regiones de Francia, cultivados por sus esencias, que son utilizadas en

la elaboracion de perfumes (Loussert, 1992).

Las frutas citricas se han cultivado y disfrutado durante mas de 4.000 afios.
Su origen esta en el sureste de Asia, incluyendo desde Arabia oriental hacia el
este hasta Filipinas y desde el Himalaya hacia el sur hasta Indonesia o
Australia. La zona sur-central de China podria ser importante como zona de
origen de los citricos por la diversidad de especies encontradas (Gmitter y Hu,
1990).
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Los citricos se mencionan en la Biblia. Se ordena en tiempos de “Sucot” o
Festividad de las Cabafias “ulekajtem lajem baiom harishon, peri ets hadar....”
(en idioma Hebreo), donde ya esta el nombre de este fruto singular hadar en
alusion al Etrog (Citrus medica L.), que al decir de los sabios, si bien hadar
habla de belleza singular, hacen un juego de palabras y dicen, refiriendo al
fruto, siendo la cita exacta del Etrog: “hadar beetso col hashana”, “el que vive
en su arbol de afio en afio..." (Midrash Vaikra Raba, Perasha 30), es decir, “que
soporta el calor en el torrido verano y el gélido frio del crudo invierno, habitando

en su arbol todo el afio” (Maarabi, 2004).

Segln Maarabi (2004), ensefiaban los sabios al hablar de los suefios que
"aquella persona que suefia con un Etrog, es considerado un ser esbelto y
digno delante de Su Hacedor "Ha-roé etrog ba-jalom, hadur ha lifné Koné..."
(Talmud de Babilonia, Tratado de Berajot 57A).

La religién judia usaba los citricos en sus ceremonias durante los afios 50 —
150 e. c., (Webber et al., 1967).

El primer fruto citrico conocido por los occidentales fue la toronja o cidro
(Citrus medica L.). Es originario de la regién comprendida entre el sur de China
y la India y se encontré cultivado en Media (hoy Iran) por los cientificos que
acompafiaban a Alejandro Magno en sus conquistas asiaticas
(aproximadamente en el afio 330 a. c.). Mas tarde la toronja fue llevada a la
costa mediterranea: a Sicilia por el Norte y a la zona del Medio Oriente por el
Sur. Hay especialistas que opinan que los judios tuvieron conocimiento de la
toronja con ocasion de su cautiverio en Babilonia (586- 539 a.c.) dado que ya
se cultivaba este fruto en Mesopotamia antes de este periodo. Fueron los
arabes quienes difundieron los agrios en Espafia propagandolos en parques,
jardines y calles (Sevilla, Granada, Cérdoba, Baleares, Levante y Andalucia).
Sus flores eran empleadas con frecuencia en ceremonias religiosas (Amoros,
1989).
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La cita mas antigua que se conoce procede de China y pertenece al Libro
de la Historia (Siglo V. a. c.). En este se explica cémo el emperador Ta-Yu
(Siglo XXIII a. ¢.) incluyé entre sus impuestos la entrega de 2 tipos de naranjas,

grandes y pequefias (Agusti, 2000).

Otros citricos se introdujeron en ltalia durante los comienzos del Imperio
Romano (27 a. c. — 284 e.c.) pero se cree que fueron destruidos al final del

mismo (Davies y Albrigo, 1994).

Su cultivo se confunde con la historia de las antiguas civilizaciones de la
China, que los cultivaron primero por sus perfumes y mas tarde por sus frutos.
La dispersion de los citricos desde sus lugares de origen se debid
fundamentalmente a los grandes movimientos migratorios: conquistas asiaticas
de Alejandro Magno (Amorés, 1999), expansion del Islam, cruzadas,

descubrimiento de América, etc. (Loussert, 1992).

l.2. PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE CITRICOS

En la actualidad los citricos se cultivan en los 5 continentes, en una zona
amplia comprendida entre los paralelos 40°N y 40°S, dividida a su vez en dos
subzonas: la zona tropical, que comprende desde los paralelos 15°S a 15°N, y
la zona subtropical, dividida en dos franjas, una desde los 15°S a los 40°S vy la
otra de los 15°N a los 40°N (Spiegel-Roy y Goldschmit, 1996).

En el afio 2001, la produccién mundial de frutas alcanzé los 466,4 millones
de toneladas, con un crecimiento continuo, que en los ultimos afios llegé al
10%. La produccion mundial de frutas esté liderada por los citricos, con valores
superiores a los 95.000.000 de toneladas, distribuidas entre las diferentes
variedades de naranjas (61,9%), mandarinas (16,8%), limones y limas (11,0%),
pomelos (4,9%) y otros (5,4%) (FAO, 2002).

Los principales paises productores de citricos en el Mediterrdneo norte son:

Espafia, Italia, Grecia y Turquia; en el Mediterraneo sur: Marruecos, Egipto,
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Israel, Tunez, Libano y Argelia; en Norteamérica: USA, México y Bélice; en
Sudamérica: Brasil, Venezuela, Argentina y Uruguay; en el Caribe: Cuba,
Jamaica y Republica Dominicana. Otros paises importantes en la produccién

de citricos son: China, Japén, Sudéfrica y Australia (Davies y Albrigo, 1994).

Desde comienzos de la década de los afios ochenta, Sudamérica es la
primera region productora de citricos, siendo Brasil en la actualidad el mayor
productor a escala mundial, con una estructura orientada principalmente a la

produccién de naranjas para industrializar.

En las Gltimas décadas la producciéon mundial de citricos ha experimentado
un aumento considerable (Franco, 2002), impulsado por el desarrollo de los
medios de transporte y las nuevas tecnologias, asi como la progresiva

liberalizacién y reduccién de barreras comerciales.

Este crecimiento se ha experimentado por lo general en todas las especies
citricolas, si bien a escala mundial ha sido mas acusado en las mandarinas.
Las naranjas continian siendo la principal especie citricola cultivada en el
ambito mundial y su produccién supera desde la segunda mitad de los afios
noventa los 60 millones de toneladas. La distribucién de la produccién mundial
de citricos se detalla en la Fig. I.1., en la que se expresan los valores de la

distribucion de la produccién mundial como media de los afios 1997 al 2001.

Junto a la capacidad productiva de los distintos paises resulta
especialmente revelador analizar el destino que se le da a la produccién en
cada uno de ellos. Asi, es posible distinguir tres grandes orientaciones a las
que se dirigen los productos citricolas: el consumo en fresco en el propio pais
de origen; la exportacion de la produccién en fresco a terceros paises 0 su
destino a la industria de transformacién, para su posterior comercializacién

como producto procesado (Franco, 2002).
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Fig. I.1. Distribucion de la produccién mundial de citricos (Media 1997/2001)
(Fuente: Adaptado de Franco, 2002).

Como se aprecia en la Fig. 1.2., la mayor parte de la produccién mundial de
citricos se orienta en proporcion similar al consumo en fresco en los propios
paises de origen (47%) y a transformacion (42%), mientras que el volumen
exportado en fresco constituye el 11% del total, aunque algunos de estos datos
enmascaran diferencias en el destino de las distintas especies. Asi, la
produccién de naranjas se dirige en su mayor parte a las transformacion (51%)
y tan solo se exporta un reducido porcentaje en fresco (8%). Por el contrario,
las mandarinas tienen una vocacién principal hacia el consumo en fresco, dado
que tres cuartas partes se consumen en los paises de origen y un 14% se

exportan en fresco (Franco, 2002).

El reparto de los limones y pomelos se muestra mas equilibrado entre las
tres orientaciones, destinandose un 45% por ciento a transformacion, un 33% a

consumo en fresco y un 22% a exportaciones (Franco, 2002).
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Fig. 1.2. Destino de la produccién mundial de citricos total y por especie (Media
1999/2000-2001/2002) (Fuente: Adaptado de Franco, 2002).

Esta distribucion esta relacionada con la especializacion productiva de los
principales paises citricolas. En la Fig. I.3. se observa como Brasil y USA, las
dos primeras potencias citricolas, dedican mas de las dos terceras partes de su
produccién, mayoritariamente de naranjas, a la transformacién. A su vez, las
dos siguientes zonas productoras, China y Méjico, orientan su produccion al
consumo interior en fresco que supone estar en torno al 90%. En cambio, en
Espafia, predomina la exportacion en fresco que significa mas de la mitad de
su produccion, lo que hace que Espafia sea la primera potencia mundial
exportadora de productos en fresco, especialidad en la que se acapara un gran
segmento del mercado internacional, con una cuota cercana al 40%. Las otras
zonas relevantes en este aspecto son USA y el resto de paises productores de
la cuenca del Mediterrdneo, donde se exportan mas de 1.000 y 2.000 toneladas

respectivamente (Franco, 2002).
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Fig. I.3. Destino de la produccion mundial de citricos (Media 1999/2000-2001/2002)
(Fuente: Adaptado de Franco, 2002).

En Espafia, la produccion se distribuye entre Catalufia: 3%; C. Valenciana:
66%; Murcia: 14% y Andalucia: 17% (Zaragoza y Agusti, 2001).

Dentro de la produccion espafiola, hay que destacar el peso importante que
tienen los citricos valencianos, destacando la produccién de naranjas y sobre
todo la de mandarinas. En el aforo de la campafia 2002/2003 se previé una
produccién en la Comunidad Valenciana de 3.610.989 toneladas, de las cuales
1.653.196 corresponden a mandarinas, 1.645.666 a naranja dulce, 306.287 a
limones y 5.840 a pomelos (Franco, 2002).

Respecto a los valores de produccion y de exportacion de la campafia
2000-2001 en Espafia, segun el CLAM (Comité de Liaison de I"’Agrumiculture
Mediterraneénne) los mismos se detallan en la Fig. 1.4.
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Fig. 1.4. Valores en toneladas (t) x 10% de produccién y exportacidon de citricos de
Espafa (Fuente: CLAM).

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA),
afio 2001, la distribucién varietal de la produccion citricola en Espafia es la que
se detalla en la Fig. I.5. Se observa que el volumen mayor de produccion lo
constituyeron dicho afio las naranjas de la variedad Navel, en 2° lugar las
mandarinas, variedad Clementinas; en 3% lugar las naranjas, variedad Blancas;

en 4° lugar los Hibridos y en 5° lugar otras variedades.

1.126.000

999.000

O Satsuma @ Navel 0O Clementinas 0O Blancas m Hibridos @ Otras

Fig. .5. Distribucion varietal de la produccion citricola (t) espafiola (MAPA, 2001).
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El destino mayoritario de la exportacion citrica espafiola (28%) fue
Alemania, luego le siguen en orden de importancia la categoria "otros" paises
(21,2%) los cuales incluyen Polonia (que se ha constituido en un centro re-
exportador de citricos a los paises de la ex URSS (Franco, 2002), USA., otros
paises de Europa, otros terceros paises; a continuacion Francia con un 17% y
con un 11% el Reino Unido (MAPA, 2001).

Segun datos del CLAM, para las campafias de los afios 2000-2001, el 53%
de la produccién estuvo destinado a la exportacion, el 25% al consumo interno,
el 13% a la industria del procesado de los citricos (zumos, néctares,
mermeladas, etc.) y el 9% representa las pérdidas de la produccion donde
estan incluidos los descartes de fruta que no se usan ni para consumo en

fresco ni para procesados.

Segun datos de Intercitrus (Junio 2003), por la ampliaciéon de la Unidn
Europea el consumo de citricos seguramente seguira aumentando y por lo
tanto las exportaciones de Espafia hacia esos paises (Polonia, Hungria,
Letonia, Lituania, Malta, Eslovaquia, Eslovenia, Estonia, Republica Checa y
Chipre). Ademas, el nimero de citricos exportados de esa campafa constituyo
una cifra record: 3.000.000 de toneladas. Asimismo, segun la misma fuente, se
ha vuelto a exportar con normalidad hacia USA lo que ha constituido otra plaza
de colocacién de los productos citricos (fundamentalmente clementinas) con un
protocolo normalizado, constituyéndose en un mercado de referencia.
Actualmente el aporte de Espafia representa un 7 - 8% del mercado interno de

dicho pais.

Segun datos publicados en Agricola Vergel (2003) sobre informacion
proveniente de la Conselleria de Agricultura, la previsiéon de la produccion de
citricos de la Comunidad Valenciana para la campafia 2003/2004 es de
3.766.620 toneladas, siendo la primera cosecha en volumen de produccién de
los cinco ultimos afios, significando un incremento del 15% sobre el balance de

la campafa anterior, que alcanzo las 3.274.861 toneladas, confirmandose una
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recuperacion de la produccion de la cosecha tras el descenso sufrido en la
campafia 2001/2002.

En esta misma fuente se plantea que el incremento previsto para la
cosecha de citricos se basa en el aumento experimentado por otras frutas
citricas, los limones y naranjas. En limones, con 347.171 toneladas, lo que
implica un aumento de su produccién de un 9,98% y asi como el incremento de
la produccién de las naranjas en un 3,6% respecto al balance de la campafia
anterior, con una produccién prevista de 1.742.783 toneladas, con lo que se

recuperan los niveles de campafias precedentes (Agricola Vergel, 2003).

Especificamente, dentro de las naranjas, las del grupo "Navel', que
constituye el grueso de la produccién de citricos de la Comunidad Valenciana
con 1.229.400 toneladas, destaca el notable incremento de la cosecha prevista
de "Navelate" y "Lanelate" que aumenta un 9,99% alcanzando las 228.970
toneladas, asi como el mantenimiento de las Navelinas en unas 872.969
toneladas y el incremento de las naranjas tardias, variedad "Valencia Late" en
un 23,03% mas de produccion (402.607 toneladas) (Agricola Vergel, 2003).

En lo que ha transcurrido de la campafia de exportacién citricola 2003/2004
y con fecha del 6 de mayo del 2004, se exportaron a paises terceros un total de
656.178 toneladas entre todas las variedades de citricos, segun datos del
Centro de Asistencia Técnica e Inspeccion de Comercio Exterior - SOIVRE-
Valencia. En la campafia anterior, la 2002 — 2003, y en una fecha similar, el 8
de mayo del 2003, lo exportado eran, segin la misma fuente, unas 672.272
toneladas. Los principales importadores (en Toneladas) han sido Polonia
(187.286); Rep. Checa (76.959); USA (69.997); Rusia (67.326); Suiza (58.185);
Hungria (39.292) y Noruega (37.591). Las variedades que mas se han
exportado (por Tonelada) han sido: Clementina (203.330); Limén (184.004);
Navelina (110.450); Navelate (21.219); Ortanique (20.476); Lane Late (20.153)
y Valencia late (14.305) (Valencia Fruits, 2004, a).

10
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Respecto a la importacion citricola de paises terceros, en la campafa
2003/2004 al 6 de mayo del 2004, se llevaban importadas casi 2 toneladas,
segun el Centro de Inspeccién de Comercio Exterior — SOIVRE — Valencia,
provenientes de: Marruecos (1.905.065 kg), Ecuador (21.879 kg), Colombia
(16.200 kg) e Israel (320 kg), constituyendo las naranjas las variedades
principales (1.277.178 kg) (Valencia Fruits, 2004, b).

La prevision de la produccion de citricos para la campafa 2004/2005 segun
datos de la Conselleria de Agricultura de la Comunidad Valenciana se detallan

enla TablaI.1.

Tabla I.1. Previsién de la produccion citricola en la Campafia 2004/2005 segln
datos de la Conselleria de Agricultura de la Comunidad Valenciana (Camp
Valencia, 2004).

BALANCE | PREVISION
ESPECIES |(Toneladas)| (Toneladas) | VARIACION
2003/2004 2004/2005
Mandarinas 1.714.254 1.977.072 15,33%
Naranjas 1.771.243 1.572.133 -11,24%
Limas 347.701 294.699 -15,24%
Pomelos 5.295 4.172 -21,21%
Total Citricos | 3.838.493 3.848.076 0,25%

Se anuncia un aumento del 0,25% en la campafia 2004/2005 respecto de la
campafa 2003/2004, situdndose en una produccion de 3.848.076 toneladas de

frutos citricos en total.

Considerando que los resultados de esta Tesis Doctoral puedan ser
extrapolables a otras realidades geograficas y siendo el Uruguay un pais que
en muchas de las campafas citricolas ha suministrado y continda
suministrando este tipo de producto a Espafia en contraestacion, seria de

interés describir algunas caracteristicas de la citricultura en dicho pais

11
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sudamericano y con relacion a su contexto mundial siendo uno de los 6

exportadores mas relevantes de citricos del Hemisferio Sur.

Los principales paises exportadores de Citrus del Hemisferio Sur son
Brasil, Argentina, Chile, Uruguay, Sur Africa y Australia, cuyos valores de
produccién citricola se detallan en la Fig. I.6. (Codina, 2002). En la Fig. 1.8. es
posible observar el detalle de las exportaciones de fruta fresca en miles de
toneladas y también ese valor convertido a porcentaje exportado sobre el total
de lo producido de los 6 principales exportadores de Citrus del Hemisferio Sur
(Codina, 2002).

PRODUCCION DE CITRICOS DE LOS
PRINCIPALES PAISES PEL HEMISFERIO SUR

AUSTRALIA
S.AFRICA
CHILE
URUGUAY
ARGENTINA
BRASIL

19000

0 5000 10000 15000 20000

Fig. 1.6. Produccion de citricos de los principales paises del Hemisferio Sur en

miles de toneladas en el afio 2001 (Fuente: Codina, 2002).

Dentro de Sudamérica, Uruguay tiene un papel importante en la produccién
de citricos, después de Brasil y Argentina (Davies y Albrigo, 1994). Desde hace
mas de 40 afios los productores uruguayos se encuentran produciendo citricos
con el Unico objetivo de exportar fruta en fresco; ya que la industria y el

mercado interno, no tienen mayor relevancia (Codina, 2002).

La produccion total en la campafa 2000-2001, segun la Comision
Honoraria Nacional del Plan Citricola (CHNPC) del Uruguay, fue de 343.000

12
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toneladas (Fig. 1.7.) de las cuales el 35% se exportaron como fruta fresca. Del
total exportado, 14% fueron limones, 28% mandarinas, 55% naranjas, mientras

que los pomelos alcanzaron el 3% del total exportado (Codina, 2002)

URUGUAY: PRODUCCION POR ESPECIE
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Fuente: CHNPC 2001

Fig. 1.7. Produccion citricola uruguaya por especie (Fuente: Comision Honoraria
Nacional del Plan Citricola (CHNPC), 2001).

Las exportaciones de ultramar empiezan a comienzos del mes de Marzo y
finalizan generalmente durante la segunda quincena de Noviembre. Tienen
como destino mas de 30 paises, siendo la Unién Europea el principal cliente de
Uruguay con un volumen cercano al 80% de las exportaciones. De los paises
comunitarios en la campafia 2001, Espafia fue el principal comprador (32%)
(Fig. 1.8.).

Las variedades uruguayas que generalmente se ofertan son: de naranjas,
la principal es la Valencia Late, seguidas por las Navel y la Salustiana; en
mandarinas la oferta se centra en Satsumas, Clemenules, Clemenvilla,
Clemendor (una mandarina comun sin semilla), Ellendales, Minneolas, Avana,

Saltefiita, Ortanique y Murcott entre otras.

En limones, hay diferentes variedades, mientras que en pomelos las
variedades son el Marsh Seedles (blanco), el Star Ruby (rojo) y el Ruby Red

(rosado).

13
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DESTINO DE LAS EXPORTACIONES URUGUAYAS

EUROPA ORIENTAL 19.000
CANADA 2.700
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Fuente: CHNPC 2001

Fig. .8. Destino de las exportaciones de citricos uruguayos (Fuente: C. H. N. P. C,,
2001).

Las exportaciones de frutos citricos de Uruguay en general y
especificamente de frutos citricos a Espafa durante el afio 2004 fueron las que
se detallan en la Tabla 1.2. segin datos proporcionados por el Frigorifico

Modelo en Montevideo, Uruguay (Silva, 2004).

Tabla 1.2. Valores de exportaciones (kg) de citricos de Uruguay durante el afio
2004 (Silva, 2004).

Exportac. de Uruguay | Exportac. de Uruguay a %
(kg) Espafia (kg)
Limén 13.251.846 2.076.611 16
Mandarinas 37.613.714 1.418.002 4
Naranjas 67.045.054 25.393.643 38
Pomelos 1402513 | - -
TOTAL 119.312.127 28.888.256 24,2

Por los datos anteriormente expuestos de volimenes de produccion y
exportacién detallados, es posible deducir que la produccion de frutas citricas
en el ambito mundial y en particular en Espafia y Uruguay es de gran

importancia.

14
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Se refleja en los mismos la enorme popularidad de los frutos citricos la cual

podria deberse a diferentes razones:

a) Dietético-saludables, puesto que el consumo de dichas frutas (en

especial en fresco) implica un aporte importante de vitamina C, sustancia
hidrosoluble con una gran capacidad antioxidante, que el ser humano es
incapaz de sintetizar por si mismo y que es fundamental en la regulaciéon de
ciertas funciones vitales; por el aporte de otros nutrientes (otras vitaminas y
bioflavonoides); por la percepcion que se tiene de que los citricos son buenos
para prevenir la gripe y el constipado y por su fama histérica de que la vitamina

C es buena contra la enfermedad del escorbuto.

b) Econdémicas, pues consisten en una fuente de materia prima a la
industria del procesado de citricos (zumos, néctares, mermeladas); a la
fabricacion de piensos (cortezas) y para la industria cosmética y de perfumes

con los aceites esenciales.

I.3. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE LOS FRUTOS CITRICOS

El crecimiento y la maduracion fisiolégica de la fruta sélo se completan
cuando permanece unida a la planta de procedencia, pero la maduracién
organoléptica y la senescencia pueden proseguir una vez separada de aquella.
Las frutas sufren tras su recoleccidn numerosos cambios fisico-quimicos
determinantes de su calidad al ser adquiridos por el consumidor (Wills et al.,
1984).

La maduracion organoléptica de frutas y hortalizas, es decir, la
transformacion de un tejido fisiolégicamente maduro pero no comestible en otro
visual, olfatoria y gustativamente atractivo, requiere de la sintesis de: nuevas
proteinas, ARNm, pigmentos y compuestos aromaticos. Estos procesos
anabdlicos demandan energia y aporte de esqueletos carbonados, que son

suministrados por la respiracioén (Tucker, 1993).
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Las frutas y hortalizas respiran tomando oxigeno (O,) y desprendiendo
diéxido de carbono (CO,) y calor. También transpiran, es decir pierden agua
(Wills et al., 1984).

De acuerdo con su comportamiento respiratorio durante la maduracion
organoléptica, los frutos se clasifican en climatéricos y no climatéricos (Biale,
1960). Los frutos climatéricos como las manzanas, peras, tomates y bananas
entre otros, muestran un pico respiratorio durante la maduracién organoléptica
que puede estar dado por un incremento en la produccién de CO, o por la
disminucién de la concentracion interna de O, y por el aumento de la
produccién de etileno. Los frutos no climatéricos (citricos, pifia, uvas entre
otros) manifiestan la mayor parte de las transformaciones caracteristicas de la
maduracion organoléptica aunque a un ritmo mas lento y sin presentar un pico

respiratorio.

Si bien todas las frutas producen pequefias cantidades de etileno a lo largo
de su desarrollo, durante la maduracion organoléptica los frutos climatéricos lo
producen en cantidades mucho mas elevadas (25-2.500 uL/L en manzanas)

que los no climatéricos (0,13-0,32 uL/L en naranjas) (Wills et al., 1984).

Los citricos al ser frutos no climatéricos, en los que no se producen
grandes cambios fisiolégicos durante el almacenamiento, deben ser
cosechados en su estado éptimo de maduracion. Por lo tanto solo se alcanza
en arbol el grado de madurez apropiado sin que se registren cambios
dramaticos en la intensidad respiratoria ni en la produccién de etileno
(Cuquerella, 1999).

La produccion de CO, y de etileno alcanzan en los frutos recolectados
valores de 5-10 mgCO, /kg h (a 5°C) y 0-0,1 uLEtileno/kg h (a 20°C)
respectivamente, lo que se corresponde con frutos no muy perecederos
(Cuquerella, 1999).
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Dado que la medida de la respiraciéon de los frutos citricos es un tema
importante en esta Tesis Doctoral, se detallara a continuacién el concepto de

respiracion en frutas y los métodos utilizados para su medida.
[.3.1. La Respiracién

La respiracion es un proceso metabdlico fundamental tanto en el vegetal
vivo como en el producto recolectado (Wills et al., 1984).

Todos los seres vivos precisan de un suministro continuo de energia que
permite llevar a cabo las reacciones metabédlicas precisas para el
mantenimiento de la organizacion celular, el transporte de metabolitos y el

mantenimiento de la permeabilidad de la membrana.

La respiracion basicamente es una operacion inversa a la de la fotosintesis
por la que la energia luminosa procedente del sol se almacena en forma de
energia quimica, principalmente en carbohidratos constituidos por unidades de
glucosa. La respiracion se puede describir como la degradacion oxidativa de
los productos mas complejos normalmente presentes en las células, como el
almiddn, los azlcares y los acidos organicos, a moléculas mas simples, como
el diéxido de carbono y el agua con la consiguiente liberacion de energia
metabdlica y otras moléculas que pueden ser utilizadas para las reacciones
sintéticas celulares. La respiracion puede tener lugar en presencia de oxigeno
(respiracion aerobica) o en su ausencia (respiracion anaerobica, a veces

denominada fermentacion) (Wills et al., 1984).

Un adecuado manejo de las frutas y hortalizas tras su recoleccion precisa
tener en consideracién que se trata de estructuras vivas, puesto que contindian
estando vivas y siguen desarrollando los procesos metabélicos y manteniendo
los sistemas fisioldgicos que operaban mientras se hallaban unidos al vegetal
de procedencia (Wills et al., 1984).

Mientras permanecen unidas a las plantas de origen, las pérdidas

ocasionadas por la respiracion y la transpiracion se compensan mediante el
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flujo de la savia que contiene agua, productos fotosintetizados (especialmente
sacarosa y aminoacidos) y minerales. Tras la recoleccién, contintan respirando
y transpirando dependiendo exclusivamente de sus reservas alimenticias y de
su propio contenido en agua. Por tanto, las pérdidas de sustratos respirables

no se compensan y se inicia el deterioro.

La respiracion y por tanto, la vida util de los frutos en general y de los
citricos como caso particular, depende de numerosos factores, tanto bioldgicos:
procesos naturales de respiracion, producciéon de etileno y transpiracién; como
ambientales, principalmente, la temperatura, la humedad y las concentraciones
de gases en el ambiente, asi como mecanicos: golpes y dafios que se
producen durante el proceso de recoleccién, almacenamiento y transporte
(Wills et al., 1984).

Luego de su recoleccion, los frutos presentan una serie de problemas
derivados de la falta de aporte hidrico y de nutrientes desde la planta. Quedan
entonces a expensas de su propio metabolismo y esto da lugar a una pérdida
gradual de calidad de la fruta en sus caracteristicas organolépticas de textura,
sabor y aroma a medida que avanza su estado de senescencia y determina

finalmente su muerte fisioldgica (Cuquerella, 1990).

Este tipo de metabolismo limitado a sus propias reservas coloca ademas al
fruto en una situacion de debilidad frente a la deshidratacion y las agresiones
fisicas externas tales como: friccion, golpes o heridas y también frente a las
infecciones especialmente de tipo fungico. Por esto, son normalmente las
alteraciones fisiolégicas y patologicas las que hacen inviable su
comercializacion mucho antes de que cese su actividad metabdlica
(Cuquerella, 1990).

La célula es un sistema altamente ordenado y estructurado y para
constituirlo hay que suministrarle energia, ya que es un sistema dinamico
(Berkaloff et al., 1986). Todas las células, sin excepcion, toman esta energia de

metabolitos procedentes del exterior (sustratos respiratorios) y éstos son
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degradados en las células, es decir, se transforman en compuestos mas
simples (en el caso del metabolismo aerobio a CO, y H,0). En este proceso se
libera energia, que se utiliza para formar compuestos ricos en energia
acoplables a procesos endergoénicos y de reduccién que tienen lugar en el

interior de las células.

La glucosa (CgH1,0¢) es el sustrato de referencia de la respiracion. Esta
puede seguir, en los frutos separados de la planta, diferentes rutas metabdlicas

y la reaccién global se expresa segun la Ecuacion I.1.:

CgH120g + 60, + NADP +nPi — 6CO, + 6H,0 +n ATP + calor (1.1)

Tedricamente, cuando la glucosa se oxida totalmente, libera 2.880 kJ /mol,
energia que es aprovechada por las células para sintetizar 38 moléculas de
adenosin trifosfato (ATP). Como cada una de ellas tiene un AG = 32 kJ, esto
supone una energia total de AG =1300 kJ/mol, lo que significa un rendimiento
del 40%, es decir, que se pierde el 60% de la energia en forma de calor
(Guardiola, 1995). Sin embargo, estudios calorimétricos han demostrado que
en la respiracion de los tejidos vegetales tras su recoleccién, las pérdidas de
energia en forma de calor son todavia mayores (90% o mas), disminuyendo por
tanto la sintesis de ATP. Este calor producido en la respiracién es uno de los
principales factores a tener en cuenta para el disefio de los sistemas de
almacenamiento de frutas y hortalizas (Guardiola, 1999). En otras fuentes se
cita que el valor de moléculas de ATP obtenidas de la oxidacion completa de

una molécula de hexosa flucttia de 32 a 36 (Taiz y Zeiger, 1998).

El equilibrio entre el consumo de oxigeno y la produccion de diéxido de
carbono puede también variar en funcion de los procesos de oxidacion y
descarboxilacién de otros sustratos (acidos grasos, aminoacidos y acidos
organicos) (Fennema, 2000). De esta forma, las frutas que en su respiracion
producen una gran cantidad de diéxido de carbono y consumen mucho oxigeno
son las méas perecederas, mientras que las que tienen una baja actividad

respiratoria, pueden almacenarse durante periodos de tiempo relativamente
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largos. Ademas, manteniendo las frutas y hortalizas en condiciones de
conservacion que disminuyan su tasa respiratoria (refrigeracion, atmosferas

modificadas), es posible controlar considerablemente su vida util.

La plena utilizacion de la glucosa implica durante el proceso de respiracion

dos secuencias de reaccion fundamentales:

A) Glucosa—piruvato, via la ruta de Embdem Meyerhof Parnas (EMP)
localizada en el citoplasma. Este proceso se puede resumir como (Ecuacion
1.2.):

CgH120g = 2CH; -CO-COOH + 4H" 1.2.
6'112~6 3

B) En el caso de la respiracién aerdbica la segunda fase se realiza a través
del ciclo de Krebs o de los acidos tricarboxilicos (TCA) en que el piruvato pasa

a dioxido de carbono, estando los enzimas localizados en las mitocondrias.

La importancia de las diferentes rutas oxidativas es distinta segin las
especies, los 6rganos y la ontogenia de la planta. Aunque la ruta metabdlica
mas comun es la glicélisis y el ciclo de Krebs, en determinadas circunstancias,
las oxidaciones a través del ciclo de las pentosas fosfato pueden representar
un tercio de la degradacion de la glucosa, sobre todo en tejidos maduros
(Berkaloff et al., 1986). Tanto la degradacion como la sintesis de glucidos se
realizan en vias metabdlicas que parten de una molécula encrucijada comun: la

glucosa —6- fosfato.

LA GLICOLISIS. VIA DE EMBDEN Y MEYERHOF PARNAS

La glicdlisis es una via de degradacién de la glucosa que tiene lugar en el
citosol de la célula, en condiciones totalmente anaerobias, de forma que no
requiere de oxigeno para llevar a cabo su objetivo: oxidar parcialmente la

glucosa hasta formar dos moléculas de acido pirdvico (Guardiola, 1995).
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Las reacciones anaerObicas de la glicélisis se realizan en dos etapas
sucesivas, siendo necesario que la glucosa esté en forma de éster fosférico
para que pueda iniciar el proceso glicolitico. La glucosa es fosforilada por el
ATP dando glucosa-6-fosfato, produciéndose una isomerizacion a fructosa-1.6-
difosfato (Berkaloff et al., 1986). En la etapa siguiente la fructosa difosfato se
escinde, mediante una reaccion alddlica, en dos moléculas de triosa fosfato: la
fosfodihidroxiacetona y el fosfogliceraldehido. Estos son isémeros y la reaccion
de isomerizacién se produce de forma rapida y reversible, de forma que en el
equilibrio el 96% esta en forma de cetona, la cual se isomeriza a aldehido a

medida que éste va siendo utilizado en la siguiente reaccion.

Una vez se forma el fosfogliceraldehido, comienza la oxidaciéon del mismo
en presencia de la coenzima NAD", que se reduce a NADH. Simultaneamente
se produce una fosforilacion del gliceraldehido-3-fosfato a acido difosfo-1.3-
glicérico, con un posterior cambio del grupo fosfato para formar 2-fosfoglicerato
y de la formacion del fosfoenolpiruvato por deshidratacion del acido 2-
fosfoglicérico, generandose, después de una nueva fosforilacion a nivel de

sustrato, ATP y &cido piravico (Fig. 1.9.).

Durante el proceso de degradacion de la glucosa tiene lugar una ganancia
neta de 2 moléculas de ATP, al mismo tiempo que la glucosa pierde 2 pares de
electrones, afectados por el NAD", para dar lugar a NADH. Como consecuencia

se formaran dos moléculas de piruvato (Wills et al., 1994; Guardiola, 1995).

Cuando el proceso de glicélisis finaliza, el NADH debe ser oxidado para
poder ser utilizado en forma de NAD+, proceso que se puede llevar a cabo de
dos formas: en condiciones anaerodbicas y en condiciones aerébicas (Berkaloff
et al., 1986).

En condiciones anaerobias (fermentacién) la oxidaciébn se produce
fermentando el acido pirtvico en el citosol. EIl NADH se oxida aceptando como

sustrato al piruvato para formar acetaldehido y etanol.
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En el proceso se liberan 260 kJ/mol y la célula s6lo aprovecha 64 kJ/mol, lo
que supone un rendimiento del 25% (Guardiola, 1995).
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Fig. 1.9. Las reacciones de la glicdlisis y de la fermentacion (Taiz y Zeiger, 1998).

En condiciones aerobias, la degradacion del acido pirGvico (oxidacion y
descarboxilacién del piruvato que se realiza a través del ciclo de los TCA) tiene
lugar en la mitocondria, de forma que el NADH es oxidado transfiriendo sus
electrones al O, en lo que constituye la respiracion mitocondrial o ciclo de

Krebs. En el proceso se liberan 2.880 kJ/mol (686kcal /mol) de los que se
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aprovechan aproximadamente 1.300 kJ/mol, que supone un rendimiento del
40% (Guardiola, 1995; Taiz y Zeiger, 1998).

Si la concentracion de oxigeno en el interior del fruto es suficiente, tiene
lugar un proceso respiratorio de tipo aerdbico, que se desplaza hacia la forma
anaerébica en una proporcion tanto mayor, cuanto menores sean las

posibilidades de aporte del oxigeno (Wills et al., 1994).

EL CICLO DE KREBS. CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS.

El ciclo de Krebs o ciclo de los &cidos tricarboxilicos se realiza en la matriz
mitocondrial de la célula donde se oxida el acetil coenzima A o &cido acético
activado (Taiz y Zeiger, 1998). En la matriz, este ciclo empieza por la formacién
del &acido citrico, mediante la condensacion del acetil-CoA con el éacido
oxalacético. Seguidamente, el acido citrico es isomerizado a &cido isocitrico,
que es entonces oxidado y descarboxilado en acido a-cetoglutamico con
reduccion del NAD'. Una descarboxilacion oxidativa en presencia de la
coenzima A origina el succinil-CoA. En este proceso se desprende energia que
se utiliza para acoplar la fosforilacién de un nucléotido, el GDP y formar GTP.
La energia acumulada en el GDP puede transferirse al ATP, de forma que todo
ello lleva a la escision del succinil-CoA en acido succinico (Berkaloff et al.,
1986). La oxidacion del acido succinico conduce al &cido fumarico, que
rapidamente es hidratado (consumo de una molécula de H,O) para formar
acido malico, el cual se oxida dando lugar de nuevo a acido oxalacético, que

vuelve a reiniciar el ciclo (Fig. 1.10.).

Por cada molécula de acetil-CoA que ingresa en el ciclo se obtienen 2
moléculas de CO,, 1 molécula de FADH,, 3 moléculas de NADH, 1 molécula de
GTP transformable en ATP y queda libre una coenzima A que puede ser

reutilizada.
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Fig. 1.10. Ciclo de Krebs o ciclo de los TCA (acidos tricarboxilicos) (Taiz y Zeiger,
1998).

En la Fig. I1.11. se puede observar que en las plantas, a diferencia de las
células animales, en sus mitocondrias la enzima NAD" malica, que cataliza la
decarboxilacion oxidativa del malato permite operar en una via alternativa para
el metabolismo del PEP (fosfoenolpiruvato) derivado de la glicélisis, donde el
malato es oxidado a piruvato que es a su vez oxidado via el TCA, permitiendo
la oxidacién completa de acidos organicos (malato, citrato, 2-oxoglutarato) en
ausencia del sustrato normal del ciclo del TCA, el piruvato.
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Fig. 1.11. Rutas metabdlicas en vegetales (Taiz y Zeiger, 1998).

Lo més importante del ciclo de Krebs en el metabolismo es la obtencion de
electrones de elevada energia (extraidos de la oxidacion del acetil-CoA e
incorporados a las coenzimas NADH y FADH,), que junto a los electrones
obtenidos en las otras rutas metabdlicas, seran transportados por la cadena de

transporte de electrones hasta el oxigeno para formar agua (Guardiola, 1995).

Como se puede ver en la Fig. I1.11., el transporte de electrones se inicia
cuando una molécula de NADH o de FADH, se oxida y cede H'y electrones a
una de las moléculas que forman la cadena de transporte de electrones,
situada en la membrana mitocondrial interna, formada por flavina y citocromos

de diferentes proteinas (Taiz y Zeiger, 1998).
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El transporte se realiza a través de una serie de reacciones redox, de forma
que cada una de ellas hace intervenir a dos constituyentes de la cadena
respiratoria con potenciales redox diferentes desplazdndose los electrones

desde el constituyente con menor potencial redox hasta el de mayor.

Las proteinas transportadoras estan agrupadas en 3 complejos. Cada
grupo posee un potencial redox mas positivo que el anterior, de forma que los
electrones descienden en cascada desde el NADH hasta los grandes
complejos de enzimas situados en niveles energéticos cada vez menores,
hasta que finalmente son transferidos al oxigeno (Taiz y Zeiger, 1998) (Fig.
1.12.).

Entre las moléculas de la cadena respiratoria hay transportadoras de
electrones y de hidrégeno. Cuando un transportador de hidrogeno es oxidado
por un transportador de electrones, los H" quedan libres en la matriz, de forma
gue la disposicion ordenada y fija de los transportadores en la membrana
permite utilizar la energia liberada en el transporte de electrones para bombear
los H" desde la matriz hasta el espacio intermembranal. Hay tres puntos en la
cadena respiratoria en los que ocurre translocacién de H* y que debido a la
impermeabilidad de la membrana mitocondrial interna, se acumulan en el
espacio intermembranoso originando un gradiente electroquimico de H', es
decir, un gradiente de concentracion, de pH y eléctrico (potencial de
membrana), debido a la diferente distribucion de H* a ambos lados de la
membrana, y que son, el complejo | (deshidrogenasa), el complejo Il (citocromo

—b-c) y el complejo Il (citocromo oxidasa) (Taiz y Zeiger, 1998).

Dada la impermeabilidad de la membrana interna, el retorno de H" a la
matriz solo puede hacerse a través del ATP-sintetasa. Esta proteina utiliza la
energia acumulada en el gradiente de H* para fosforilar el ADP y convertirlo en
ATP. Este proceso es lo que se conoce como fosforilacién oxidativa (Taiz y
Zeiger, 1998).
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Fig. 1.12. El gradiente electroquimico de los protones através de la membrana
interna de la mitocondria (Taiz y Zeiger, 1998).

Ademas, cada NADH que llega a la cadena respiratoria cede una pareja de
electrones que en su transporte liberan energia suficiente para bombear 6H"
desde la matriz al espacio intermembranal. Sin embargo, si los electrones
proceden del FADH,, solo existe energia suficiente para bombear 4H". Asi, por
cada 2H" que vuelven a la matriz a través de la ATP-sintetasa, se fosforila un

ADP. Por lo tanto, en la cadena respiratoria se pueden obtener 3 ATP por cada
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NADH obtenido en el catabolismo y 2 ATP por cada FADH, (Taiz y Zeiger,
1998).

I.3.2. Cociente Respiratorio

Para determinar la naturaleza del sustrato utilizado en la respiracion se
utiliza normalmente el cociente respiratorio (CR) que se define como la relacién
entre el volumen de anhidrido carbénico desprendido y el volumen de oxigeno

absorbido por el fruto en un mismo tiempo.

Valores de CR proximos a la unidad, indican que los sustratos utilizados
mayoritariamente en el proceso respiratorio son los hidratos de carbono (si es
glucosa el sustrato que se esta oxidando, el CR es 1,00), en tanto que la
oxidacion de acidos organicos provenientes de las vacuolas, que pueden ser
movilizados para su empleo por las mitocondrias como sustratos oxidables en
el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, da lugar a valores de CR superiores a la

unidad.

En la mayoria de los tejidos vegetales, en condiciones normales, el CR se
encuentra en el entorno de 0,97-1,17, sefialando una respiracion oxidativa de

carbohidratos como proceso dominante (Mohr y Schopfer, 1995).

En los citricos, en atmdésfera suficientemente oxigenada y a temperaturas
inferiores a 25°C se obtienen valores de CR cercanos a la unidad. La oxidacion
de los hidratos de carbono exige en muchos casos una degradacion enzimatica
previa de los carbohidratos de reserva, presentes en la mayoria de los frutos, a
glucosa (Cuquerella, 1990). Por tanto, las modificaciones en el cociente
respiratorio a lo largo del desarrollo y el almacenamiento pueden indicar el

cambio del tipo de sustrato que esta siendo metabolizado.

Bajo algunas condiciones de almacenamiento, el oxigeno atmosférico
puede quedar considerablemente reducido y resultar insuficiente para un
metabolismo plenamente aerdbico. En estas condiciones, los tejidos pueden

iniciar una respiracién anaerobica en la que la glucosa se convierte en piruvato
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por la via EMP, el piruvato se transforma en acido acético, acido lactico o
acetaldehido y seguidamente en etanol en el proceso denominado
fermentacién. La concentracion de oxigeno a la que se inicia la fermentacién
varia con los tejidos y se conoce como punto de extincion o umbral
fermentativo. La concentracién de oxigeno del punto de extincion depende de
numerosos factores, tales como la especie, el cultivar, el grado de madurez y la

temperatura (Wills et al., 1984).

La reaccion global de la fermentacion etilica es la siguiente (Flanzy, 1999)

(Ecuacién 1.3.):

C6H1206 + 2ADP + 2Pi — 2C2H50H + 2002 + 2ATP (|3)

Cuando las células funcionan con esta via metabdlica y comienzan a
producir etanol, la tasa respiratoria aumenta con el consiguiente aumento en la
produccién de CO,. Esto es debido al bajo rendimiento energético que se
produce bajo condiciones anaerébicas (2 equivalentes de ATP por mol de
glucosa frente a 36 equivalentes de ATP por mol de glucosa que se liberan en
las rutas aerobicas). Por lo tanto mucha mas glucosa debe ser oxidada para

mantener el nivel energético que la célula necesita (Kays, 1991).

Si bien la respiracion anaerobica produce mucha menos energia por mol de
glucosa que la respiracion aerobia, al menos permite poner a disposiciéon del
tejido cierta cantidad de energia en condiciones adversas. También produce
metabolitos que son dafiinos para el tejido vegetal como el etanol, el lactato, el
acetato (Fig. 1.13.) que si no se extraen rapidamente, la fermentacién termina
por envenenar a las células en poco tiempo (Mohr y Schopfer, 1995). En un
mismo organismo pluricelular pueden darse tanto rutas aerobias como

anaerobias, segln las condiciones ambientales de sus células (IES, 2004).
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Fig. 1.13. Rutas energéticas celulares (Berkaloff et al., 1986)

1.3.3. Compuestos volatiles

Todas las frutas, hortalizas y plantas sintetizan diversos y variados
compuestos de bajo peso molecular (inferior a 250 kDa), volatiles a la
temperatura ambiente. No son cuantitativamente importantes, generalmente los
volatiles se encuentran presentes en cantidades extremadamente pequefias
(normalmente menos de 100 microgramos por gramo de peso fresco), pero si
lo son como responsables de las caracteristicas aromaticas de las frutas y en

menor grado de las hortalizas (Wills et al., 1984).

La mayoria de las frutas y hortalizas contienen mas de 100 especies
volatiles, casi todas ellas en cantidades minimas. Los componentes volatiles de
los productos vegetales postcosecha representan un abanico muy amplio de

compuestos quimicos. Estos incluyen ésteres, lactonas, alcoholes, acidos,
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aldehidos, cetonas, hidrocarburos, algunos fenoles y éteres (Kays, 1991).
Muchos de ellos, como el etanol, son comunes a todas las frutas y hortalizas
(Wills et al., 1984).

Los compuestos volatiles, componentes importantes y algunos de ellos
imprescindibles para el aroma de los productos postcosecha se forman de tres

maneras diferentes:

1) Muchos de ellos se forman naturalmente a través de enzimas que se
encuentran en el tejido vegetal intacto por las siguientes vias biosintéticas:
isoprenoide que origina los terpenos (limoneno por ejemplo); la via del acido
shikimico que produce el alcohol benzilo, el benzaldehido y otros compuestos
fendlicos; la beta-oxidacién que representa una via importante de produccion
de volatiles por oxidacion de los acidos grasos: acidos oleicos, linoleicos y

linolénico; la via fermentativa que produce acetaldehido y etanol (Kays, 1991).

2) Un segundo grupo de volatiles se produce enzimaticamente tras un dafio
en el tejido vegetal. El dafio celular permite que las enzimas y sus sustratos

que previamente estaban aislados, interactien (Kays, 1991).

3) El tercer grupo de volatiles se forma a través de una reaccion quimica,
que ocurre durante el proceso de calentamiento o cuando se cocina un

alimento (Kays, 1991).

Los volatiles producidos en productos recolectados pueden verse alterados
por varios factores, que incluyen el cultivar, la madurez, la estacion, las
practicas de produccion, de recoleccién, almacenamiento, maduracion artificial
y eventualmente los métodos de preparacion de los productos. Debido a la
importancia de los volatiles en la calidad del aroma y del sabor de los productos
cosechados, los cuidados en el periodo de postcosecha deben ser maximos
para minimizar cambios indeseables en la produccion de volatiles. En el caso
de los citricos, si se recolectan en un estado inmaduro, esto puede tener un

efecto negativo en su aroma y sabor (Kays, 1991).
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El aroma de los frutos citricos, es una compleja mezcla de compuestos
volatiles. Los mas caracteristicos corresponden a ésteres y aldehidos, seguidos
por alcoholes, cetonas e hidrocarburos (Baldwin, 1993). En estudios realizados
en zumo de naranja fresco (Nisperos-Carriedo y Shaw, 1990), aplicando
técnicas de andlisis de espacio de cabeza, se han identificado alrededor de 20
componentes cuantitativamente importantes del aroma y sabor. De ellos, 8 son

alcoholes, 4 aldehidos, 3 ésteres, y 5 hidrocarburos (Tabla 1.3.).

Tabla 1.3. Componentes volatiles (ppm) del aromay sabor del zumo citrico fresco

(Fuente: Adaptado de Nisperos-Carriedo y Shaw, 1990).

COMPONENTE RANGO (ppm)
ALDEHIDOS
Acetaldehido 6,5-15
Hexanal 0,04 -0,38
Octanal 0-0,04
ESTERES
Etil Acetato 0,01 -0,58
Metil Butirato 0,01-0,58
Etil Butirato 0,26 — 1,02
ALCOHOLES
Metanol 10-71
Etanol 75 -780
2-Metyl-1-Propanol 0-0,07
Hexanol 0,04 - 0,22
cis-3-Hexenol 0,06 — 0,65
trans —2-Hexenol 0,06 — 0,65
HIDROCARBUROS
o - Pinene trazas — 0,22
Sabinene 0-0,15
y-Terpinene 0,04 - 0,46
Valencene 0,8 -15,30
Limonene 22 - 67
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En el caso de recolectar y medir los compuestos volatiles alrededor de
frutos citricos enteros intactos, se torna mas dificil dada la pequefiisima

cantidad en la que se producen (Norman, 1977).

Son pocos los investigadores que han estudiado el tema. Biale y Shepherd
(1939) comprobaron que naranjas Navel, limones y pomelos en una atmésfera
de nitrogeno (ambiente anaerobio) produjeron grandes cantidades de

acetaldehido al transferirlos luego a una atmdsfera de aire (ambiente aerobio).

Attaway y Oberbacher (1968) estudiaron los compuestos que contribuyen al
aroma de naranjas "Hamlin" intactas, obteniendo 6 componentes mayoritarios:
etil acetato, etanol, etil butirato, limoneno, etil coproato, etil caprilato. La

presencia de etanol se sugirié que fuera debida a actividad microbiana.

Etanol, acetaldehido, metanol, etil acetato junto con el limoneno, a-Pinene
y el B-mirceno fueron identificados como los volatiles mayoritarios producidos
por limones California y naranjas Navel y Valencia. De todos los componentes
identificados, en frutas intactas, solo el acetaldehido, el metanol, el etanol y el
etil acetato han sido estudiados con relacion a la calidad de almacenamiento de
frutas frescas. La produccién de las emanaciones volatiles de naranjas Navel
fue medida durante su almacenamiento a 20°C durante 2 y 20 horas y durante
3y 5 dias en atmésfera de nitr6geno y luego de transferirlas al aire por mas de
14 dias. Las naranjas analizadas mostraron solo un pequefio aumento en la
produccién de acetaldehido bajo atmésfera de nitrégeno. Cuando las naranjas
fueron transferidas al aire, la tasa de produccion de acetaldehido aumenté de 5
a 10 veces, confirmando los hallazgos de Biale y Shepherd (1939). Luego, la
produccién de acetaldehido declin6é rapidamente. La tasa de etanol aumento
durante el almacenamiento en nitrégeno, luego comenzo a declinar 4 a 6 horas
luego que la fruta fue transferida al aire, disminuyendo aln mas. La produccion
de etanol fue 600 veces mayor que la de metanol al dia 5° en almacenamiento
en nitrégeno. Todas las frutas que se almacenaron mas de 20 horas en

nitrégeno a 20°C exhibieron dafio en la corteza y la tasa de produccion de
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volatiles nunca retorné a la que era previo al tratamiento, incluso luego de

varios dias en aire (Norman, 1977).

La emanacién de voléatiles en los citricos se produce por un mecanismo
complejo que responde a cambios en el entorno de almacenamiento. Las
observaciones de que la produccion de etanol, acetaldehido, metanol y el etil
acetato difieren en aire y en nitrégeno, son importantes en la elucidacién del

metabolismo respiratorio de las frutas citricas (Norman, 1977).

En citricos el contenido en volatiles es funcién del cultivar, grado de
madurez, espesor del recubrimiento, duracibn y temperatura de

almacenamiento (Chalutz et al., 1981; Cuquerella et al., 1981; Norman, 1977).

La concentracion de volatiles es mucho mayor en el espacio de cabeza del

zumo que en las emanaciones de las frutas enteras (Norman, 1977).

Se pueden encontrar valores de etanol de 200mg /100 mL en zumo sin que
se detecten malos sabores. En naranjas Shamouti enteras sanas, la
concentracion de etanol detectada fue de 0,4mg/kg h y la de acetaldehido de
0,1 mg/kg h (Pesis y Marinansky, 1990).

ACETALDEHIDO Y ETANOL

El acetaldehido y el etanol se encuentran usualmente en frutas en
cantidades traza pero comienzan a acumularse a medida que las frutas

empiezan a madurar (Fidler, 1968; Paz et al., 1981).

En casos en que se origina anaerobiosis en frutas, como por ejemplo
cuando hay una infeccién flingica, ésta puede conducir a que se produzca una
mayor generacion de estos metabolitos en la fruta atacada (Polevaya et al.,
2002), con la consiguiente aparicion de malos sabores y olores asi como una
pérdida de textura (Kays, 1991).
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El estrés que pudiera producirse durante el periodo de almacenamiento
postcosecha puede ser causado por la composicién gaseosa y la temperatura
que rodea al fruto, afectando a la calidad del producto, ya sea de manera
positiva como negativa (Kays, 1991). Un estrés gaseoso que actla ralentizando
la maduracion y las fases de senescencia normales del ciclo vital de la fruta
puede constituir un atributo positivo y es un mecanismo basico de uso muy
comin en el manejo postcosecha de muchos productos vegetales

almacenados (Kays, 1991).

En el caso de un estrés gaseoso como por ejemplo una atmosfera
controlada con bajas concentraciones de O, en almacenamiento, puede dar
lugar a un tipo de respiracion fermentativa que dé como resultado un aumento
en las concentraciones de acetaldehido y etanol en el perfil de zumo citrico,
afectando negativamente a la calidad del flavor (Davis y Hoffmann, 1973;
Pessis y Avissar, 1989; Davis, 1973).

El mecanismo bioquimico que opera en este caso es el siguiente: a muy
bajas concentraciones internas de O, el aceptor terminal de electrones en el
sistema electronico de transporte, la citocromo oxidasa, cesa de funcionar. Esta
enzima tiene una muy alta afinidad por el oxigeno y como consecuencia la
inhibicion no ocurre hasta que la concentracion interna de oxigeno es menor
del 0,2%. Cuando la inhibicion ocurre, el 2NADH no puede ser oxidado a
2NAD" y entrar en el ciclo de los A&cidos tricarboxilicos (TCA). Como
consecuencia de esto, el ciclo de los TCA también se inhibe, entonces, si bien
la via glicolitica no se bloquea, la misma tiende a la acumulacién del acido
pirvico el cual es convertido a acetaldehido que a su vez es reducido a etanol
(es decir la respiracion se desplaza hacia la via fermentativa), siendo estos
compuestos fitotoxicos para las células. En un sentido amplio dichos
metabolitos pueden influenciar en la firmeza, el flavor y el color de la cosecha
(Knee, 1991).
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Especificamente, por un lado, la alta reactividad del acetaldehido se cree
que causa la muerte de las células cuando se encuentra en altas

concentraciones (Monk et al., 1987).

Por otro, dependiendo de la concentracion, el acetaldehido se cree que
inhibe la maduracion de algunas cosechas como la de tomate por ejemplo
(Beaulieu et al., 1997), de tal modo que la vida Gtil puede prolongarse por una
aplicacion externa de este compuesto (Pesis y Marinanski, 1997). En otras
cosechas como la de peras y moras, la maduracién se acelera con el
acetaldehido (Beaulieu et al., 1997). Por otro lado, el acetaldehido se conoce
como uno de los muchos compuestos que determinan el flavor en la mayoria

de las frutas (Pesis y Marinanski, 1997).

Cuando un tejido vegetal que esta fermentando se lo transfiere de una
atmésfera andxica a una aerdbica, se produce un aumento en la produccion de
acetaldehido como resultado de la oxidacion del etanol acumulado en el tejido
durante la exposicién en la atmdésfera andxica (Perata, 1991). Debido a la
toxicidad del acetaldehido, este efecto se cree que es la causa principal del
dafio post-anoxia en plantas, mas que por un alto nivel de concentracion de
etanol (Monk et al., 1987; Perata, 1991; Jackson et al., 1982).

La acumulacion de etanol en las células como consecuencia de la
fermentacion, ademas de afectar la calidad del producto vegetal en si
(produciendo malos aromas, malos sabores) actla interrumpiendo la
continuidad de sus células, dafiando las membranas, lo que puede llevar

eventualmente a la muerte celular (Kiyosawa, 1975).

En estudios realizados sobre el contenido de acetaldehido y etanol en el
zumo citrico durante el crecimiento y el almacenamiento postcosecha, como
una determinacion adicional de la madurez de los mismos, se han encontrado
diferencias varietales. A medida que la estaciébn de crecimiento avanza, la
concentracién de etanol aumento en el zumo de muchas variedades, pero en el

momento de la madurez, el contenido de algunas variedades (tangerinas
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Robinson y naranjas Temple) tuvieron baja concentracion de etanol, pomelos
Marsh tenian una concentracién intermedia y las naranjas Valencia y Pineapple

tenian altas concentraciones de etanol (Davis, 1971).

Puesto que los frutos citricos una vez recolectados no maduran y tampoco
mejoran su sabor y aroma, deben ser almacenados en condiciones en las
cuales se puedan preservar adecuadamente las caracteristicas de fruta fresca
recolectada. Los efectos de ciertas condiciones de almacenamiento se ven
reflejados en los cambios en la concentracion de etanol en el zumo citrico. Por
lo tanto la determinacién de este componente puede considerarse como un
medio para evaluar la actividad metabdlica de las frutas durante el

almacenamiento (Davis, 1971).

Frente a una situacion de estrés las concentraciones de acetaldehido y
etanol pueden verse aumentadas, originando sabores y olores indeseables,
texturas alteradas, decoloraciones, aumento de incidencias fisiolégicas,
cambios composicionales y pérdida de pigmentacion que afectan la calidad del
producto en cuestion (Cohen et al.; 1990; Schirra, 1992; Kays, 1991).

Es sorprendente no encontrar malos sabores con valores altos de etanol
aunque en algunos casos se puede dar esta circunstancia, como en la variedad
"Fortune" (Martinez-Javega et al., 1994). Como en naranjas “Caracara” con 235
mg/ 100 mL de etanol y en naranjas “Midnight” con 512 mg/100mL de etanol no

aparecen malos sabores (Abad, 2003).

Cuando se producen fermentaciones etilicas, el CO, se produce en estado
gaseoso mientras que el etanol aparece en estado liquido (OSHA, 2001) que
en parte se volatiliza, encontrdndose por ende en equilibrio con la fase gas en

la atmdsfera que rodea una fruta.

Muchos de los volatiles presentan un cierto grado de solubilidad en agua
(Kays, 1991), como el etanol por ejemplo, que es uno de los constituyentes del

aroma que se encuentran en la planta o el fruto como una mezcla binaria
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liquido-gas completamente miscibles de dos componentes, en las que el etanol
es mas volatil que el agua, existiendo de esta manera en estado de liquido y en
estado gas o de vapor (Chiralt et al.; 1998). Para otro de los componentes de

los aromas como es el acetaldehido, el caso es similar (U.S. EPA, 1994).
1.3.4. Tasa Respiratoria

Se define la tasa respiratoria (TR) de un fruto como la cantidad de
anhidrido carbonico emitido (TRco2) 0 de oxigeno (TRp,) consumido por unidad

de peso de fruta y unidad de tiempo.

Los citricos estan considerados como frutos con una tasa respiratoria débil,
de entre 5y 10 mgCO, /kg h para una temperatura de 5°C (Kader, 1985). Pero
ademas, esta tasa respiratoria no es constante para los distintos tejidos que
componen el fruto, existiendo un gradiente de crecimiento de la misma desde el

interior hacia el exterior del mismo (Hussein, 1944).

Numerosos factores externos determinan la TR. La propia recoleccién asi
como la manipulacién, estimulan la TR de los frutos citricos (Parker et al.,
1984). También la temperatura juega un importante papel en la TR de los
citricos (Vakis et al., 1970).

Como las posibilidades de conservacién de un determinado fruto tras su
recoleccion estan en relaciéon inversa con su actividad metabdlica, la TR se
considera con frecuencia un indice de su vida potencial de almacenamiento. Su
regulacién en frutas y hortalizas puede considerarse el resultado de la
interaccion de la via glicolitica; de la via fermentativa; del ciclo de los acidos
tricarboxilicos y del sistema mitocondrial de transporte de electrones,
presumiblemente a través de la influencia de la sintesis, degradacion,
inactivacion y/o activacion de las enzimas respectivas. Y de efectos
antagonicos de la accién del CO, y del etileno, asi como su influencia en el
metabolismo secundario a través de una alteracion del pH celular (Mathooko,
1996).
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1.3.5. Métodos de Medida de la Tasa Respiratoria

Se pueden clasificar los métodos de la medida de la tasa respiratoria en los

siguientes grupos:

METODO ABIERTO O DINAMICO

Consiste en hacer pasar una corriente de gas a través de un recipiente que
contiene fruta. Determinando la diferencia de concentracién de O, y /o CO,
entre las corrientes de entrada y salida se puede calcular la tasa respiratoria
(Dilley et al., 1969; Lee et al., 1991).

En general, la concentracion de CO, y O, en la salida se mide por
cromatografia de gases (Sekse, 1988; Lee et al., 1991; McLaughlin y O"Beirne,
1999). Liao et al. (1982) utilizaron un analizador de infrarrojos para detectar el
CO, y una celda de oxido de circonio para detectar el O, reportando que es un

método mas rapido que la cromatografia de gases.

Sin embargo, en este sistema pueden ocurrir errores sistematicos debido a
las dificultades en medir y controlar la tasa de flujo de aire. Asi, Longheed y
Franklin (1975) mostraron que diferentes tasas de flujo de aire a través de la

cadmara pueden influenciar la tasa respiratoria de los frutos y vegetales.

Ademas, como los cambios en la concentracion de O, son muy pequefios
con relacion a la concentracion en el aire, se torna mas facil medir la
produccién de CO,. Esta dificultad en medir los cambios en la concentracion de
O, puede dificultar la determinacion del CR. Por eso este método es preferible
para frutos con un indice respiratorio elevado, siendo necesarios tiempos de

experimentacién muy largos.

Por otra parte, el flujo de aire en torno del producto puede llegar a remover
etileno y otros volatiles que pueden influir en la tasa respiratoria. Esto es muy
diferente de las condiciones reales durante el almacenamiento comercial,

donde las tasas de ventilacion utilizadas usualmente son bajas.
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METODO CERRADO O ESTATICO

Consiste en colocar el producto en un recipiente impermeable y cerrado
con una concentracién de aire inicial conocida, midiéndose directamente los
cambios en las concentraciones internas de O, y CO, que difunden hacia el
espacio de cabeza resultantes de la respiracion después de un determinado

periodo de tiempo.

Este método soOlo es util para periodos de tiempo cortos, pues las
variaciones que ocurran en la composicién de la atmésfera como consecuencia
de la actividad metabdlica del fruto induciran cambios en la velocidad de
respiracion y por tanto, los resultados no reflejarian la actividad del fruto en
condiciones normales. Por este motivo, es un método de analisis mas
adecuado para productos con bajas tasas respiratorias, siendo menos exacto

gue el método dinamico.

Para cuantificar la tasa respiratoria existen varios métodos disponibles,
unos basados en determinaciones directas por cromatografia gaseosa del CO,
ylo O, presentes en muestras gaseosas del espacio de cabeza y otros en
determinaciones indirectas a través del control de las variaciones de presion o

volumen resultantes de la produccién de CO, y del consumo de O..

Las determinaciones directas incluyen métodos quimicos, como el uso de
absorbedores de CO,, titulando después el producto reaccionado (Bosset et al.,
1982). Otros investigadores han utilizado un reactivo tal como la lima que

absorbe el CO,; resultante de la respiracion.

Los métodos fisicos consisten en determinaciones indirectas al medir el

cambio de presién o volumen producido en el sistema (Forcier et al., 1987).

La ventaja de controlar las variaciones de presion o volumen es la
simplicidad en los principios y el equipamiento involucrados. No obstante,
normalmente estan restringidos a pequefias muestras de material y requieren

manipulaciones prolongadas en el laboratorio.
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METODO PERMEABLE O ESTACIONARIO

Este método es similar al método estatico con la diferencia de que se utiliza
un envase semipermeable en vez de un recipiente cerrado. Tiene la ventaja de
que mantiene el entorno experimentado por los frutos cuando son envasados,
es simple, barato, y el tiempo y trabajo para llevar a cabo los experimentos

puede ser inferior al de los métodos anteriores (Lee, 1987).

El sistema permeable es un sistema dindmico en que las concentraciones
de O, y CO, cambian con el tiempo antes de alcanzarse el equilibrio. Ambas
fases, no estacionaria y estacionaria, pueden ser utilizadas para estimar la tasa
respiratoria de los productos, mientras que el método estatico apenas utiliza

datos no estacionarios y el método dinamico datos estacionarios.

Este método tiene la desventaja de que se pueden introducir mas errores
en los célculos debido a que cada envase tiene una permeabilidad, area y
volumen diferente. Ademas requiere mas tiempo que el método dinamico (una
semana aproximadamente) para alcanzar las condiciones de equilibrio. Y a
veces puede ser dificil determinar con exactitud las concentraciones de gases
en la fase de equilibrio, debido a grandes variaciones en los datos. En cualquier
caso, si el material de envasado es elegido correctamente, este método parece

ser mas indicado que los anteriores (Lee et al., 1996).

Beaudry et al. (1992), McGlasson, (1992), Cameron et al. (1995) y Christie
et al. (1995), utilizaron bolsas de plastico permeables para determinar la tasa
respiratoria en productos envasados con diferentes concentraciones de gases.
Una vez que el envase alcanza el estado estacionario, el flujo de aire a través
del film sera igual a la tasa respiratoria del fruto. La tasa respiratoria puede ser
calculada midiendo la diferencia de presiones parciales entre el envase y el
ambiente, conociendo el area y la permeabilidad del film. Igualmente, se puede
generar un rango de atmésferas variando el tamafio del envase o el peso del

producto utilizado.
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METODOS AUTOMATIZADOS Y OTROS METODOS

Con el tiempo y el avance de la tecnologia se buscaron formas de
automatizar los métodos tradicionales para facilitar y tornar mas rapida la
determinacion de la respiracion, asi como se procuraron desarrollar métodos
diferentes que no tuviesen las desventajas de los tradicionales y permitiesen

determinaciones mas simples, rapidas y mas sensibles.

Asi, Mannapperuma y Singh (1992) utilizaron el método dinamico con
cromatografia de gases automatizando el sistema con el empleo de un
conjunto de valvulas solenoides y un colector de gases. Las valvulas y el
equipamiento de deteccion operan sincronizados por ordenador, llegando a
utilizar 12 camaras de vidrio. Las tasas de respiracién pueden ser calculadas

mediante balances de masa de O, y CO,.

En 1982, Bosset et al., describen otro sistema para determinar el consumo
de O,. El método consiste en una camara hermética equipada con un sensor
de O,. El O, es inyectado automaticamente para mantener la atmésfera interna
constante realizandose medidas periédicas de O, consumido. EI método
parece ser efectivo para medir el consumo de O,, no obstante este sistema de
medicién es bastante complejo para uso general en laboratorio y requiere

considerables habilidades de ingenieria para concretarlo.

Un sistema automatico para medicién continua de la tasa respiratoria de
frutos y vegetales usando un analizador de gases de infrarrojos (IR) fue
desarrollado por Mori et al. (1985). El sistema presenta las siguientes
caracteristicas:

- Realiza mediciones en los rangos de temperatura de 5-40°C y puede

detectar variaciones de respiracién asociadas con fluctuaciones de temperatura

- La influencia del CO, puede ser eliminada por un mecanismo especial

incorporado en el sistema
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- Dispone de un interruptor automatico que le permite determinar
simultaneamente la tasa respiratoria de 5 muestras y registrarlas como ppm de
CO, emitido. El sistema permite determinar concentraciones de CO, en un

rango de 1-100 ppm.

Forcier et al. (1987), disefiaron y desarrollaron un instrumento para medir la
tasa respiratoria de frutos y vegetales enteros utilizando un método de
variacion de presion. Se utilizd el traductor de presién Motorola MPX-10-DP
para controlar los cambios de presién debidos a la actividad respiratoria. Los
valores de tasas respiratorias obtenidos con este método no mostraron
diferencias significativas (para «<0,05) cuando fueron comparados con los

valores determinados por cromatografia gaseosa.

En 1989, Park et al., realizaron medidas automaticas de respiracion y
pérdida de peso durante el almacenamiento de frutos citricos. Para ello
almacenaron mandarinas (Citrus unshiu L.) a 10 y 20°C durante varios dias

siendo los datos capturados por microprocesador facilmente controlable.

Andrich et al., (1991), desarrollaron un modelo cinético que correlaciona la
tasa respiratoria de los frutos con la presién parcial de O, ambiental (po,). La
poz del sistema fue verificada por cromatografia de gases. El CO, producido fue
recogido como BaCO; por lavado continuo del gas en una solucion acuosa de
Ba(OH),. ElI BaCO; precipitado fue removido por filtraciéon y la concentracion
residual de OH’ fue evaluada por titulacion. Para mantener una composicion de
gases constante dentro del reactor el volumen de CO, fue continua y
automéaticamente sustituido por O, puro, permitiendo asi determinar la tasa de
respiracion de la muestra. La diferencia entre el CO, producido y el O,
consumido permite detectar la actividad fermentativa eventual, proceso no

detectado para concentraciones de O, elevadas (po.>5kpa).

Lee et al. (1997), llevaron a cabo investigaciones para mejorar y corregir el
método de variacion de presion tradicional (PMV) utilizando un sistema de

microordenador y un sensor diferencial de presién. La presion de vapor de
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agua en la camara de respiracion fue determinada a partir de ecuaciones

psicométricas.

Bower et al. (1998), han desarrollado un método para medir la respiracion y
el cociente respiratorio de productos vegetales. El “respirémetro” consiste en
una camara hermética, en este caso de polimetacrilato, cuya atmosfera interna
esta controlada por sensores de CO,, O, y temperatura conectados a un
ordenador. El respirometro mide la respiracién en un sistema cerrado, por lo
que para permitir mediciones continuas la atmosfera es automaticamente
renovada por medio de una bomba de aire cuando el O, baja a una
concentracion especifica. La sensibilidad de este sistema esta limitada apenas
por la precision de los sensores. Ademas, pueden realizarse mediciones Unicas
en pocos minutos o programarse el equipo para controlar cambios en la
respiracion durante semanas. No obstante la falta de control del CO, es una de
sus desventajas, porque en algin caso aumentos en su concentracion por
encima del 3% pueden llegar a afectar la respiraciéon en algunos tejidos
vegetales, manzanas y peras por ej. (Wills et al.,, 1984); en citricos, valores
superiores al 3-4% segun Kader y Arpaia (2000). Ademas, el sensor para este
gas tiene que ser calibrado cada vez que se cambia de temperatura porque no

compensa los cambios de densidad del gas con la temperatura y humedad.

Invariablemente, en todos estos métodos de la determinacion de las tasas
respiratorias se debe tomar en cuenta no sélo el proceso de respiracion celular
sino también el proceso de intercambio gaseoso (la resistencia de la piel a la
difusion de gases; la solubilidad de los gases y la difusion de los gases dentro

del producto) porque es la atmésfera que rodea al producto la que es medida.

En una descripcién mas detallada, el movimiento del O, y del CO, deriva de

los siguientes pasos (Andrich et al.; 1991; Kader, 1987):

i) Difusion del O, en la fase gas a través del sistema dérmico

(estomas; lenticelas o interrupciones en el sistema dérmico)
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i) Intercambio de O, a través de la atmdsfera intercelular y la

disolucién celular

iii) Solubilizacién y difusién de O, en solucién dentro de la célula y

membrana mitocondrial

iv) Consumo de O, en la membrana mitocondrial

V) Produccién de CO, en la matriz mitocondrial

Vi) Difusion del CO, en la matriz mitocondrial hacia la disolucién
celular

Vii) Intercambio de CO, a través de la disolucion celular y la atmésfera
intercelular

viii) Difusion del CO, en la fase gas a través de las aperturas del

sistema dérmico hacia la atmésfera circundante

l.4. ALMACENAMIENTO POSTCOSECHA DE FRUTOS CITRICOS

La importancia del buen almacenamiento de frutas y hortalizas frescas
deriva en constatar que el mal manejo en estado fresco puede acarrear
pérdidas cuantiosas de productos cuya obtencién ha requerido importantes
inversiones de capital, maquinaria y mano de obra. Por esta razén, actualmente
existe una tendencia en mejorar la conservacion postcosecha mas que a
perseguir aumentar el volumen de la misma consiguiéndose asi mayores
beneficios en la calidad y sabor en los frutos asi como también en los recursos
(capital, mano de obra) disponibles. El aumento de la eficacia de las técnicas
de conservacion exige un conocimiento mas detallado de la naturaleza y las
causas de las pérdidas (tanto por alteraciones fisiol6gicas como fitopatologicas)
entre la cosecha, la postcosecha y el consumo y disponer de mano de obra
cualificada para las labores de postcosecha de las frutas y hortalizas (Wills et
al., 1984).
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Las frutas y verduras son productos muy perecederos como consecuencia
de su actividad metabdlica incluso después de ser recolectadas. Su actividad
respiratoria limita su vida Gtil en la etapa de postcosecha. Su vida util, depende
de numerosos factores, tanto biolégicos: procesos naturales de respiracion,
produccién de etileno y transpiracion; como ambientales, principalmente, la
temperatura, la humedad, y las concentraciones de gases en el ambiente, asi
como mecanicos: golpes y dafios que se producen durante el proceso de
recoleccion, almacenamiento y transporte (Wills et al., 1984).

También se producen alteraciones fisiolégicas durante el almacenamiento,

como por ejemplo la aparicidn de infecciones flingicas (Kays, 1991).

La calidad de los citricos debe estar dada por la intensidad y uniformidad
del color, firmeza, tamafio, forma, suavidad de la cascara, ausencia de
pudriciones y de defectos, incluyendo dafio fisico (abrasion y magulladuras),
defectos en la cascara o decoloracion, dafio por congelacion y dafio de
insectos. La calidad del sabor esti relacionada con la relacién de sélidos
solubles totales /acidez y la ausencia de compuestos que producen sabores
indeseables, incluyendo metabolitos producidos por fermentaciones como el
etanol y el acetaldehido. La temperatura 6ptima de conservacién debe estar
comprendida entre 3 y 8°C, pudiéndose conservar hasta 3 meses, dependiendo
del cultivar, estado de madurez de la cosecha y area de produccion. Algunos

cultivares pueden ser mantenidos a 0 - 1°C (Infoagro, 2003).

La humedad relativa éptima de almacenamiento de las naranjas debe ser
de 90 - 95% y la tasa de respiracion debe estar comprendida entre los valores
indicados en la Tabla I.4. (Arpaia y Kader, 2000).

La tasa de produccién del etileno debe ser < 0.1 pL/kg h a 20°C dado que
la exposicion a 1-10 ppm de etileno durante 1-3 dias a 20-30°C puede ser
utilizada para desverdizar naranjas. Este tratamiento no afecta la calidad
interna (incluyendo relacion solidos solubles totales /acidez) pero puede

acelerar el deterioro y la incidencia de pudriciones (Infoagro, 2003).
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Tabla 1.4. Valores de tasas respiratorias 0ptimas en naranjas almacenadas (Arpaia
y Kader, 2000).

Temperatura (°C) 5 10 15 20

Tasa Respiratoria (mLCO2/ kg h) 2-4 3-5 6-12 11-17

Las bajas temperaturas reducen la transpiracion y también la germinacion
de esporas y crecimiento de patdégenos por lo que retrasan la desecacion y la
evolucion de las podredumbres. También reducen Ila velocidad de
ablandamiento y las pérdidas de acidez, vitamina C y caracteristicas

organolépticas (Cuquerella, 1999).

La aplicacion del frio puede perseguir diversos fines: alargar el periodo de
comercializacion de variedades tardias aprovechando precios favorables,
mantener la calidad durante el transporte a mercados distantes, tratamientos
cuarentenarios para el control de insectos en frutos exportados a determinados
paises, servir de pulmdén para abastecer la linea de almacén en momentos en
que las condiciones climatolégicas no permitan la recolecciébn o conservar
frutos en periodos de alto riesgo de heladas en campo. La humedad relativa
debe estar cerca del 90%. La renovacion de aire debe asegurar que el nivel de
etileno sea inferior a 1 ppm. La duracién del almacenamiento puede estar
afectada por factores prerrecoleccion (patrén, condicion del arbol, practicas
culturales, momento de la recoleccién, climatologia) y postrecoleccion (retraso
entre recoleccion y enfriamiento, tratamientos fungicidas, recubrimientos, etc)
(Cuquerella, 1999).

Respecto a los efectos de la aplicacion de atmoésferas controladas (AC) a
los citricos, una combinacion de 5-10% O,y 0-5% CO, puede ser beneficiosa
en atrasar la senescencia y retener la firmeza, pero no tiene un efecto
significativo en la incidencia y severidad de las pudriciones, las que
representan el factor limitante en el almacenamiento prolongado de las

naranjas. Niveles fungistaticos de CO, (10 -15%) no son utilizados porque dan

47



Capitulo I. - Introduccién General

sabores indeseables debido a la acumulacién de productos provenientes de la
fermentacion. El uso comercial de Atmésfera Controladas (AC) en el

almacenamiento y transporte de naranjas es muy limitado (Infoagro, 2002).

|.5. PERDIDAS Y DANOS EN POSTCOSECHA

En relaciéon con las pérdidas postcosecha que se producen en el mundo,
por ejemplo, en USA, las pérdidas en los productos frutihorticolas perecibles,
entre las fincas y los grandes centros de distribucion se estiman entre un 2 a
23% del total del producto cosechado, con un promedio del 12% dependiendo
del producto. En los paises en vias de desarrollo estas pérdidas son dos a tres

veces mayores (Falchi, 2001).

En Uruguay, en Manzana Granny Smith se hallé que la fruta que alcanzé el
mercado consumidor oscilé entre el 40 y el 78% del total cosechado segun la
fecha de cosecha (Falchi, 2001).

En la cadena comercial, en el ambito de los operadores mayoristas
relevados, que concentran y distribuyen estos frutos a las cadenas de
supermercados y al Mercado Modelo de Montevideo (Uruguay) y desde éste
hacia las bocas de salidas minoristas, se observa que los defectos mas citados
para manzanas son los del tipo mecénico o fisico como el machucén, dafios en
la piel y heridas o rajados en el fruto, junto a defectos biolégicos como lo son
los dafos producidos por insectos durante el desarrollo del cultivo y dafios
internos del fruto (corazén acuoso o coraz6n mohoso), dafios que se
comienzan a detectar con decaimientos de la consistencia del fruto y

desorganizacion de los tejidos de la pulpa del mismo (Falchi, 2001).

Generalmente el mayorista fruticola también desarrolla actividades de
acondicionamiento y conservacion en camaras frigorificas de estos frutos, por
lo que su percepcién de los defectos estara acentuada hacia aquellos que se
manifiesten y detecten en las operaciones de clasificacion y en las partidas que

se conservan en camaras frigorificas. En el caso de los operadores minoristas
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que adquieren las partidas de frutas de mayoristas, se parte de la base que
reciben un producto tipificado y con algun grado de seleccién y presentacion,
por lo que las pérdidas que se originan en esta instancia se podran deber a
vicios 0o manipulaciones indebidas de los frutos en otras instancias de la
cadena o a una mala conservacion o disposicién de estos frutos en el periodo
que el minorista ofrece el producto. Aqui las perdidas sefialadas también se
refieren a los defectos provocados por podredumbres y machucones que
pueden manifestarse luego que la fruta ha permanecido un determinado tiempo

en manos del minorista (Falchi, 2001).

Las causas reales en pérdidas postcosecha son varias pero pueden

clasificarse en dos categorias principales:

1) La primera es la pérdida fisica de producto, que puede provenir del dafio
estructural o por ataque microbiano, que puede dejar el tejido degradado en un
estado no aceptable para su presentacion, consumo fresco o procesado (Wills
et al., 1998).

El dafio fisico también puede originarse por la evaporacién de agua
intercelular, que lleva a una pérdida directa de peso. Entonces, la pérdida
econémica resultante es debida primariamente al peso reducido de los
productos que permanecen disponibles para el mercadeo, pero puede estar
producida también por un rendimiento econémico reducido debido a que todo
un lote de productos ha sido rechazado por existir dafios en algunos de los

productos que lo componen (Wills et al., 1998).

2) La segunda seria la pérdida de calidad de los productos que puede
deberse a cambios fisiolégicos y composicionales que alteran la apariencia,
sabor o textura, haciendo que el producto sea menos apetecible para el
consumidor final. Los cambios pueden provenir del metabolismo normal del
producto o de eventos anormales que surgen del ambiente que rodea al

producto cosechado y almacenado (Wills et al., 1998).
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La pérdida econémica surge al tener que vender dichos productos a un
precio reducido. En muchos mercados no hay demanda para este tipo de
productos de segunda clase incluso a un precio reducido, lo que lleva a una

pérdida econémica total a pesar de ser aun comestible (Wills et al., 1998).

En regiones tropicales, que incluye una alta proporcion de paises en vias
de desarrollo, estas pérdidas pueden asumir una importancia econémica y

social considerable (Wills et al., 1998).

En zonas desarrolladas como América del Norte, Europa, Australia y Nueva
Zelanda, como el valor del producto fresco puede aumentar varias veces desde
la granja al distribuidor, las consecuencias econdémicas del deterioro en
cualquier punto son serias. Cuando las centrales estan ubicadas cerca de
pueblos y ciudades, las practicas de postcosecha defectuosas son
normalmente menos importantes pues los productos son consumidos
normalmente antes de que sufran un dafio serio por deterioro (Wills et al.,
1998).

En las regiones tropicales, sin embargo, la produccion de algunos
productos basicos puede ser estacional y existe la necesidad de almacenar los
mismos para hacer frente a las demandas fuera de temporada. En los paises
industrializados y en paises con un amplio espectro de climas, frutas y
hortalizas frescas normalmente se cultivan en regiones alejadas de los
mayores centros poblados. Miles de toneladas de productos son transportadas
diariamente largas distancias dentro de los paises e internacionalmente. Frutas
y hortalizas frescas son articulos muy importantes del comercio, en los que las
inversiones son muy altas en recursos como el transporte, almacenamiento y
venta, disefiadas para mantener un suministro continuo de estos productos
perecederos. La tecnologia postcosecha aspira a proteger esta inversiéon al
disefiar métodos por los cuales el deterioro del producto esta restringido al

minimo entre el periodo de la cosecha y su consumo (Wills et al., 1998).
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A tales efectos es necesario tener un conocimiento detallado de la
estructura, composicion, bioquimica y fisiologia del producto horticola en
cuestion, ya que la tecnologia postcosecha aplicada tendra como objetivo
principal ralentizar la tasa metabdlica sin inducir eventos anormales. Aunque
existe una estructura y metabolismo comun subyacente, diferentes tipos de

producto varian en su respuesta frente a situaciones postcosecha especificas.

Las frutas en general y por ende, los citricos, luego de su recoleccion
presentan una serie de problemas derivados de la falta de aporte hidrico y de
nutrientes desde la planta. Quedan entonces a expensas de su propio
metabolismo y esto da lugar a una pérdida gradual de calidad de la fruta en sus
caracteristicas organolépticas de textura, sabor y aroma a medida que avanza
su estado de senescencia y determina finalmente su muerte fisiolégica
(Cuquerella, 1990).

Este tipo de metabolismo limitado a sus propias reservas coloca ademas al
fruto en una situacién de debilidad frente a la deshidratacion y las agresiones
fisicas externas tales como: friccién, golpes o heridas y también frente a las
infecciones especialmente de tipo fungico. Por esto, son normalmente las
alteraciones fisiolégicas y patoldégicas las que hacen inviable su
comercializacion mucho antes de que cese su actividad metabdlica
(Cuquerella, 1990).

En los frutos citricos, se ha citado que la principal causa de deterioro
fisiolégico es el estrés de agua producido al separarse de la planta madre por

la transpiracion y falta de reposicion de la misma.

En el caso de mandarinas se agrava mas esta situacion al ofrecer el fruto
una alta relacién superficie/volumen y menor espesor de corteza que facilitan la
deshidratacién. La transpiracion no solo causa desecacién, arrugamiento y

ablandamiento sino que también acelera la senescencia (Cuquerella, 1999).
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El evento anormal principal que surge en la postcosecha son los
desérdenes fisiolégicos que aparecen por diferentes razones como son las
condiciones ambientales adversas precosecha y postcosecha a las que se
someten los frutos; por desequilibrios minerales durante el crecimiento; por el
deterioro causado por el ataque microbiano de bacterias y mohos que pueden
infectar a los frutos ya sea en la precosecha o en la postcosecha (Wills et al.,
1998).

La susceptibilidad de los frutos a este tipo de desérdenes tras la cosecha
esta también influenciada por las practicas culturales y condiciones climaticas
durante su desarrollo o en el momento de la cosecha (Del Rio y Martinez -
Javega, 1997).

La clasificacién segun los factores predominantes que las provocan es
dificil de realizar por las interacciones que puede haber entre ellos. De todas

maneras existen factores prerecoleccion y factores postrecoleccion.

I.5.1. Enfermedades causadas por hongos en la postrecoleccién de

citricos

Los citricos son generalmente atacados por diversos hongos,
especialmente desde el momento de su recoleccién hasta su consumo. Estos
hongos producen una depreciacién del producto, que en muchos casos se ha

de desechar y no se puede comercializar.

Los hongos que producen mayores pérdidas son los hongos que
pertenecen al género Penicillium. Otros hongos importantes son los de los
géneros Alternaria, Botrytis, Geotrichum o Rhizopus (Infoagro, 2003).

Los hongos que afectan a los citricos tras la recoleccion, en la citricultura
espafiola y uruguaya en orden de importancia son Penicillium digitatum,
Penicillium italicum, Alternaria citri, Botrytis cinerea, Colletrotrichum
gloeosporioides, Geotrichum candicum, Rhizopus stolonifer, Cladosporium

herbarum, Alternaria alternata, Phytophthora citrophthora, Trichoderma viride,
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Trichotecium roseum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Sclerotinia

sclerotinium, Diplodia mutila, Phomopsis citri (Infoagro, 2003).

El grado de ataque de estos hongos esta influido por una serie de factores:
ambientales (humedad relativa, temperatura, etc.), tejido vegetal (estado
fenoldgico, presencia de heridas), hongo (cantidad y calidad del in6culo). En
todos estos factores interviene el factor humano: momento de la recoleccion,
método de conservacion, la presencia de heridas debido al maltrato del fruto,
presencia de in6culo en el almacén de campafias anteriores, etc. Para evitar
esto, la cuticula y la epidermis del fruto debe de intentar mantenerse en las
mejores condiciones, pues son las barreras de penetracién para los hongos
(Infoagro, 2003).

En Espafia, segun Martinez-Javega et al., (1999) en estudios realizados en
diferentes campafias de comercializacion de frutos citricos se han identificado a
los hongos responsables del podrido con los siguientes porcentajes: Penicillium
digitatum-Moho verde-(55-80); Penicillium italicum- Moho Azul-(2-30); Alternaria
citri y A. alternata (8-15); Botrytis cinerea (8-20); Colletotrichum gloesporioides
(2.5 —6); Geotrichum candidum (2-3); Rhizopus stolonifer y R. Oryzae (1-3);
Phytopthora citrophtora-Pudricién Parda-(1-2) y (Geotrichum candidum)-
Pudricion Agria (2-3).

Segun Perucho y Tuset (2003), en la Comunidad Valenciana, durante las
Ultimas campafias de comercializacion previas al 2003, en los cultivares de
naranja Navelina, Navelate, Salustiana, Valencia Late y Lane Late, la presencia
de hongos fue bastante limitada. Aun asi, P. digitatum continda siendo el hongo
mas importante en postcosecha y es el responsable de la mayor parte de los
podridos: 89,5% en frutos testigo conservados a T2 ambiente; un 94,3% en
frutos procesados y conservados a T2 ambiente; 25,8% en frutos testigo
conservados en camara frigorifica y un 59,6% en frutos procesados y

conservados en camara frigorifica.
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En el caso de P. italicum, en frutos testigo mantenidos a T# ambiente la
incidencia fue de 10,5%; en frutos procesados y mantenidos a T2 ambiente fue
de 3,8%; en frutos testigos mantenidos en camara frigorifica fue de 74,2 % y en

frutos procesados y mantenidos en camara frigorifica fue de 35,8%.

El resto de los hongos (P. citrophtora y R. stolonifer) tuvieron una incidencia
minima durante la campafia, apareciendo Unicamente con una tasa de podrido
medio del 1,9% en frutos procesados y conservados a T# ambiente y del 3,7%

en frutos procesados y conservados en camara frigorifica, respectivamente.

En 1999, en la elaboracién de un proyecto sobre postcosecha en Citrus en
Uruguay, se menciond que el 90% de los problemas sanitarios en destino de
fruta citrica, eran las podredumbres por Penicillium y que podian alcanzar al
2% de la fruta (Gravina, A, 2003).

Segun Codina y Pastore (2003), en Uruguay, la incidencia de infeccion de
citricos uruguayos exportados en fresco en destino por Penicillium dltimamente

no supera el 1%.

I.6. TECNICAS ACTUALES DE DETECCION DE DANOS EN
POSTCOSECHA

La importancia de la produccion hortofruticola en los paises productores
como Espafia, Uruguay y otros, tanto desde el punto de vista econémico como
social y cultural, exige una actualizacién continua de las labores de produccién
y de postcosecha del producto, de forma que permita su adaptacion a unos
mercados cada vez mas competitivos y exigentes. La demanda de frutos de
calidad por parte del consumidor obliga a dedicar mas esfuerzos en los
procesos tecnolégicos de inspeccion, acondicionamiento y distribucion de los

mismos.

Actualmente, las operaciones de postcosecha previas a la inspeccién como

son la descarga, lavado, encerado, secado y cepillado presentan un nivel
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tecnoldgico satisfactorio, siendo las operaciones de clasificacion y envasado de
los frutos las tareas mas criticas y determinantes de la calidad y de la
capacidad de trabajo de una linea de confeccién y las que precisan de una
mayor atencion por parte de las iniciativas destinadas a conseguir incrementar

el grado de automatizacion de las centrales (Juste y Moltd, 2003)

La disminucion de los costes de los componentes electronicos y el aumento
considerable de sus prestaciones, hacen que la inspeccidon automatica del
producto esté cada vez mas introducida en el sector hortofruticola espafiol. Los
sistemas automaticos de inspeccion no sélo permiten la seleccién de fruta a
alta velocidad, sino también la aplicacién de criterios objetivos de calidad que

se mantienen constantes en el tiempo.

Las operaciones de seleccién automatica de fruta deben tender a imitar los
procesos que siguen los consumidores para detectar la calidad intrinseca de un
fruto, asi, afladen al aspecto exterior apreciaciones indirectas sobre su sabor,
estado de madurez o tiempo de conservacion, etc. De esta forma mediante los
sentidos y a través del color, tamafo, presencia de manchas en la piel o, en
algunos casos, palpando o produciendo un sonido, intentan determinar si el
producto que se va a comprar es satisfactorio. Por este motivo, actualmente se
intenta controlar la calidad de las frutas y hortalizas que salen del almacén a
través del andlisis mas o menos automatizado de diversos parametros fisicos

relacionados con la calidad del producto.

La seguridad e higiene alimentarias son asimismo atributos de suma
importancia actual para los consumidores. A tales efectos, el sector de frutas y
hortalizas procura mediante una serie de medidas cualitativas, algunas
obligatorias como el reglamento de higiene y seguridad alimentaria y otras
medidas que son de aplicacién voluntaria como marcas de calidad, certificacion
de la empresa, etc. y la trazabilidad, que permiten asegurar la calidad del

producto al consumidor (Juste y Molt6, 2003).
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Los dafos que afectan a los frutos se pueden reunir en dos grandes
grupos. El que incluye todos los defectos que han tenido lugar antes de la
llegada de la fruta al almacén, también conocidos como defectos "de campo" y
el otro, denominado "de manipulacién”, que engloba los defectos producidos a
los frutos desde su recoleccion y entrada en el almacén para su seleccion,

hasta la salida de ésta para su consumo.

Entre los defectos "de campo” se pueden citar: los dafios producidos por
fenémenos meteoroldgicos; dafios producidos por hongos causantes de
diversas podredumbres; dafios que se derivan de alteraciones fisiolégicas o
bioguimicas; dafios producidos en la recoleccion y transporte. Entre los
defectos "de manipulacion" se encuentran: dafios que se producen en las
propias lineas de confeccién, provocados sobre todo por la inadecuada

aplicacion de desinfectantes, fungicidas y ceras, que causan serios defectos.

Se incluyen asimismo los dafios mecanicos por rozamiento, choque o
puncién con diferentes elementos de las maquinas; dafios de manejo en
camara de frio o desverdizacion y dafios y podredumbres causados durante la

conservacion de la fruta en las cadmaras frigorificas.

Hay defectos que son mas peligrosos que otros y que conviene detectar

antes de su puesta en el mercado por su posterior evolucion.

Para la identificacion de dafios externos y subsuperficiales, los métodos
mas utilizados se basan en sistemas de vision artificial (Moltd y Blasco, 2002)
en los que se emplean camaras con sensibilidad a la radiacion visible, si bien
en ocasiones dicha sensibilidad se ve ampliada al espectro infrarrojo o con

iluminacién ultravioleta.

Las centrales hortofruticolas actuales cuentan con lineas de inspeccion de
frutos en las que la mayoria del trabajo de clasificacion recae sobre
trabajadores temporales. La clasificacion por tamafio se realiza mecanicamente

aunque también se han introducido algunos sistemas Opticos para la
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determinacién del color global de los frutos. Sin embargo, la automatizacion de
la identificacion de defectos se encuentra todavia en fase inicial y en los pocos
casos en los que se han implementado sistemas de este tipo se reducen a la
deteccion de manchas oscuras en la superficie del fruto, sin llegar a distinguir
entre los diversos tipos de defectos. Las cabinas de luz ultravioleta pueden

utilizarse para deteccion precoz de podridos en periodos lluviosos.

La perspectiva y posibilidad de implementar sistemas automaticos de
inspeccioén en linea pasa por el reconocimiento de los tipos de dafios que se
dan en los frutos y por el desarrollo de metodologias que permitan
caracterizarlos con un alto grado de fiabilidad. En este sentido, los sensores
Opticos suministran datos relevantes para ser utilizados en un sistema de toma
de decision, de cara a una clasificacion de la fruta segln parametros y
caracteristicas de calidad previamente definidas. En la actualidad se estan
probando e implementando maquinas calibradoras con sistemas automaticos
de adquisicion de imagenes en el infrarrojo cercano para la deteccion de dafios
en la superficie de las frutas en inspeccion en linea, de manera de clasificar la

fruta por su calidad.

Actualmente en la deteccion de dafios internos, se estan utilizando diversas
técnicas como es la tomografia de rayos X, que permite la adquisicion de
imagenes de secciones transversales de los frutos. Esta técnica se basa en las
diferencias existentes en cuanto a la absorcion de rayos X de distintos tejidos
vegetales. Se ha trabajado en la deteccion de la calidad interna de varias frutas
y hortalizas (citricos, manzana, albaricoque, cebolla, col, etc.) utilizando
escaners electronicos industriales y obteniéndose buenos resultados, por
ejemplo, para la deteccién del bufado en mandarinas y deficiencias hidricas

internas de los frutos (Juste y Molt6, 2003).

También se esta utilizando la resonancia magnética nuclear, basada en la
medida de cambios en la magnitud de un campo magnético en funcién de la
posicion espacial. Existe la posibilidad de detectar regiones desecadas en el

interior de naranjas e incluso determinar su cuantia. Esta técnica se puede
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emplear para determinar la composicion y la estructura interna de algunos
alimentos para la industria de procesado, incluyendo la deteccion de lesiones
en frutos, dafios por larvas, estrés hidrico y oquedades; para la determinacion
del grado de madurez de un fruto con relaciéon a su contenido en azlcar de una
manera no destructiva. Permite medir variaciones en el contenido de agua del

fruto y relacionarlas con su concentracion de azucares (Juste y Molto, 2003).

Con las técnicas de laser o de espectrometria infrarroja se han obtenido
buenos resultados en cebollas, manzanas, nectarinas y melocotones. Para los
citricos es dificultoso pues la corteza es muy gruesa y su contenido en azucar
no estd bien relacionado con el contenido de azlcar de la pulpa. Otros
parametros medidos para estimar la madurez han sido la firmeza o los
compuestos volatiles que definen el aroma de un producto, aunque las técnicas
utilizadas estan muy lejos de ser empleadas en las lineas de confeccion (Juste
y Molté, 2003).

Se esta investigando actualmente en el desarrollo de sensores para
obtener una medida objetiva de la calidad de las frutas, como sensores que
miden la firmeza con metodologias no destructivas contrarias a las
tradicionales que implican un dafio a la fruta testada. El método méas extendido
es el de Magness-Taylor, basado en la resistencia a la penetracién de un
dispositivo cilindrico en la pulpa. Debido a que es un método destructivo, se
usa Unicamente en muestras y no sobre toda la produccién. Actualmente se
esta investigando en varios métodos no destructivos para la medida de la
firmeza, basados en vibraciones, ultrasonidos o en la compresion de la fruta
(Juste y Molt6, 2003).

Por ejemplo, el caso de un brazo rotatorio con una cabeza semiesférica
que tiene un acelerbmetro en su parte trasera. La liberacién del brazo esta
ordenada por una célula fotoeléctrica que detecta la presencia de la fruta. La
sefial del acelerometro permite la clasificacion de la fruta en tres niveles de

firmeza con la ayuda de un paquete informatico especifico. El indice de firmeza
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se obtiene de la curva de aceleracién contra el tiempo suministrada por el

acelerometro (Ortiz-Cafiavate et al., 2001).

Otros sensores de firmeza se basan en sensores de impacto a través de
una célula de carga que registra el impacto de una fruta o mediante masas
cilindricas de acero que golpean ligeramente o caen sobre la fruta desde una
altura determinada (Juste y Molto, 2003).

Otro ejemplo es un método que consta de un multisensor desarrollado para
la determinacion rapida y no destructiva de la firmeza del mango. Se basa en
un transductor con una pelicula piezoeléctrica que detecta las vibraciones de
una fruta cuando es golpeada suavemente con un péndulo de masa pequefia
gue tiene a su vez un sensor piezoeléctrico rigido. Las vibraciones de la fruta y
la excitacion del impulso incidente son analizados en linea brindando
parametros acusticos denominados como parametros de firmeza (Shmulevich
et al., 2001).

Otra técnica que se utiliza en la deteccién de distintos tipos de dafios es por
ejemplo la imagen fluorescente de la clorofila que se emite cuando se produce
la rotura de membranas al tratarlas con calor. Esta técnica permite aplicar
tratamientos de calor monitoreando donde las membranas no estan dafiadas,
manteniendo y mejorando de esta manera la calidad del producto (Van den
Boogaard y Ruijsch, 2001).

La imagen de la fluorescencia "in vivo" como una herramienta de deteccion
precoz de la infeccion fangica en plantas (fresas) y frutas (limones) también se
esté utilizando. Dado que la vida de las plantas y la vida postcosecha de frutas
muchas veces termina por la aparicion del podrido causado mayormente por
hongos, la deteccién tardia del patégeno y su esporulacién incluso en una zona
de la planta o en una sola fruta puede contribuir a su dispersion masificada
causando aumentos en los gastos para su subsecuente control y pérdidas de
producto. Utilizando diferentes protocolos ofrecidos por Fluorcam 690M, (P.S.

Instruments, Brno, Czech Republic) se han medido los parametros de la
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fluorescencia especifica y se han monitoreado fenémenos particulares de
induccion de la fluorescencia. Sobre la base de diferencias en caracteristicas
individuales obtenidas en tejidos de hojas mientras se considera los cambios
en la fluorescencia bajo condiciones fisiolégicas normales y cuando las plantas
han estado estresadas, se pudo distinguir entre areas infectadas y areas sanas
mucho mas pronto que por simple inspeccion visual. También se pudo
distinguir la fluorescencia emitida en zonas in