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RESUMEN

Se han desarrollado una serie de técnicas colorimétricas sencillas, rapidas y eficaces para la detec-
ci6n de magulladuras en frutos de manzana cvs. «Golden Delicious» y «Starking» y de pera cv. «Blan-
quilla» y «Decana de Comice». Dichas técnicas estdn basadas, por una parte, en la reaccién coloreada
que se produce entre el grupo de enzimas polifenoloxidasas con soluciones que contienen como sustra-
tos caracteristicos catequina y epinefrina y, por otra, en el empleo del reactivo safranina.

Los resultados obtenidos demuestran que el tipo de técnicas descrito podria resultar de gran utilidad
en la deteccion no sélo de las magulladuras producidas por diversas cargas mecanicas durante el pro-
ceso de recoleccion y envasado en frutos de pepita como los aqui ensayados, sino también en el estudio
especifico del tipo de magulladura producido. Se sugiere, que las técnicas podrian hacerse extensivas a
otros tipos de frutos.

PALABRAS CLAVE: Cargas mecdnicas en frutos
Deteccion magulladuras
Manzana
Pera

INTRODUCCION

La magulladura de los frutos, segiin la definicién dada por Mohsenin (1972),
es el dano producido en sus tejidos por fuerzas exteriores causantes de una varia-
cion fisica de la textura, que lleva acompafiado alteraciones quimicas del color y
sabor. Una gran parte de las magulladuras producidas por cargas mecdnicas (Moh-
senin 1972, Dal Fabro er al., 1980), son ocasionadas por fenémenos de compresion
(contra otros frutos, paredes de cajas, suelo), e impacto (de un fruto contra otro,
contra superficies rigidas).

Para la evaluacion de las magulladuras es necesario caracterizar el ablanda-
miento y cambio de color producido en los tejidos coloreados (Chen et al., 1986;
Holt y Schoorl, 1980; Rodriguez, Ruiz, 1988; Ruiz, Garcia, 1988). El ablanda-
miento es debido a la degradacién de la pared celular y de la ldmina media, ocasio-
nado por la accién de enzimas del grupo poligalacturonasas, polimetilesterasas y
celulasas. El cambio de color producido por magulladura es debido, fundamental-
mente, a pardeamiento, resultado de la reaccidon de oxidacioén de los compuestos
fenolicos llevada a cabo por el grupo de enzimas polifenoloxidaxas (PPO) y pero-
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xidasas (PO). Los fenoles se transforman en quinonas, que son inestables y se poli-
merizan en compuestos meldnicos de alto peso molecular, de color generalmente
pardo (Coombe, 1976). La intensidad de la reaccién de coloracién depende de fac-
tores como: la concentracion de fenoles, la actividad de las enzimas PPO, el pH del
fruto, la disponibilidad de oxigeno, la temperatura y el tiempo transcurrido tras le-
sionar el tejido (Kader, 1980).

Durante los tltimos afios Kader et al., (1982) han utilizado diversos métodos
colorimétricos para la evaluacién de la magulladura y la estimacién de la suscepti-
bilidad al pardeamiento de distintas variedades de melocotén. Estos autores elabo-
raron una serie de cartas colorimétricas, con solucidén de catecol, con las que carac-
terizaron el potencial de pardeamiento de los frutos ensayados. La epinefrina, otro
sustrato tipico del grupo de enzimas polifenoloxidasas, ha sido ensayada por
Obeso (1981) para la deteccién de la enzima PPO en garbanzo.

El reactivo safranina tifie especificamente, entre otros componentes celulares,
paredes lignificadas, suberificadas y nicleos a los que dota de un color rojo bri-
Hante (Martinez et al., 1979).

El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de una serie de técnicas colori-
métricas utilizando soluciones acuosas de catecol, epinefrina y safranina, para eva-
luar y estudiar las magulladuras producidas por cargas mecdanicas en frutos. Estas
técnicas podrian posteriormente, ser empleadas en los ensayos que se llevan a cabo
en el control de calidad de los frutos.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron frutos de manzana cvs. «Golden Delicious» y «Starking», y de
pera cvs. «Blanquilla» y «Decana de Comice». Los frutos se mantuvieron durante
un mes en camaras de conservacién a 0 £ 0,5° C (manzanas) y a 1 £ 0,5° C (peras),
con humedad relativa del 85 p. 100. Los frutos fueron atemperados durante tres ho-
ras a temperatura ambiente antes de su utilizacién.

Observacion microscopica

La evaluacion del tejido magullado (coloracion, forma, planos de rotura, etc.),
se llevé a cabo visualmente y con una lupa binocular Nikon (1-63 X), en la que se
instalé un equipo microfotografico Nikon PFM con caja M35S y que ademas po-
seia luz transmitida por fibras opticas.

Tratamiento

Se utilizé un total de 12 frutos por ensayo, tanto en manzana como en pera,
seis de los cuales servian como lote de referencia y el resto se dafiaba mecdnica-
mente. El dafio mecdnico consistié en compresiones e impactos realizados indistin-
tamente alrededor de la zona ecuatorial del fruto. El niimero total de compresiones
e impactos practicados por fruto ensayado fue seis por término medio.

Los impactos se realizaron con un indentador esférico metdlico de 0,94 cm de
radio de curvatura y 50,6 g de peso. El indentador se impregné con tinta para deli-
mitar la zona de contacto con el fruto donde se producia la magulladura. Los im-
pactos se efectuaron en un rango comprendido entre los 2 y 10 cm de altura.

La compresién se realizé en una Maquina Universal de Ensayos Instron (mo-
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delo 1122), con el mismo indentador del impacto y con un rango de deformaciones
de 1y 3 mm.

Procedimientos de tincion
Reactivo catecol

Anteriormente Kader et al., (1987) utilizaron soluciones de catecol con tampén
fosfato. La solucién de catecol ensayada (0,2 M), sin embargo, no incluye el tam-
pén, ya que previamente se observé que no afectaba a la coloracién producida en
los frutos por el reactivo.

Los protocolos seguidos se detallan a continuacién:

Técnica 1: Tras producirse el dafio mecanico se esperaron 15 min a que la re-
accion de magulladura se completara. Seguidamente se realizé un corte longitudi-
nal en la parte central de la misma y se afiadié, a cada una de las mitades, una gota
de la solucién de catecol. Se esperd 6 min antes de proceder a comparar la intensi-
dad de coloracién adquirida.

Técnica 2: La epidermis se perforé con alfileres entomolégicos y a continua-
cién se deposito sobre la zona perforada, durante una hora, un algodén embebido
con la solucién de catecol, sujetdndolo al fruto con cinta de celofan. A continua-
cién, con una cuchilla, se realizaron cortes longitudinales de secciones de 1 mm de
espesor aproximadamente, partiendo desde el centro de la magulladura al interior
de la misma.

Técnica 3: Los frutos fueron sumergidos en cloroformo durante 30 s para di-
solver los acidos grasos de la cuticula, se secaron con papel absorbente y seguida-
mente se introdujeron en la solucién de catecol por espacio de 6, 8, 10 y 15 min
respectivamente. A continuacion, se secaron y se espero entre 6 y 10 min antes de
efectuar un corte transversal de 1 mm en su zona ecuatorial, con una cortadora au-
tomdtica modelo Krups Typ 357, que sirvié para la evaluacion del dafio producido.

Técnica 4: Secciones transversales de unos 3 cm de grosor se sumergieron en
solucién de catecol durante 2 min. A continuacién se secaron con papel de filtro,
se esperaron 6 min y se elimind, con la cortadora automatica, una seccién superfi-
cial de | mm de grosor antes de evaluar la magulladura.

Técnica 5: Es una combinacién de las técnicas 3 y 4, que consta de los si-
guientes pasos:

1. El fruto se sumerge en cloroformo durante 10 s, se seca y se procede a ob-
servar las manchas superficiales.

2. Se cortan secciones transversales del fruto de 20 a 30 mm de grosor y se
sumergen en solucién de catecol durante 2 min. Se espera el oscurecimiento de la
superficie (aproximadamente unos 6-10 min).

3. Se elimina una seccién de 1 mm de espesor en cada seccidn inicial y se
procede a la evaluacién de las magulladuras.

Reactivo epinefrina

Se utilizé la solucién empleada por Obeso (1981), pero sin extracto enzima-
tico, dado que econdmicamente resultaba costoso y no mostré tener una mayor efi-
cacia en la observacién y evaluacién de la nitidez de la magulladura. Los protoco-
los utilizados con este reactivo fueron los mismos que los recogidos en las técnicas
1y 2 descritas para la solucion de catecol.
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Reactivo safranina

Tras dafiar los frutos, a las 2 horas se procedié al corte longitudinal de la magulla-
dura por su parte central, en secciones de un espesor aproximado de 0,5 y 1 mm. Las
secciones se tifieron con solucién acuosa de safranina al 0,1 p. 100 durante 5 min, se
lavé el exceso de colorante y se secaron en papel de filtro. Las secciones colocadas
sobre un portaobjetos fueron observadas con lupa utilizando luz transmitida.

RESULTADOS Y DISCUSION
Solucién de catecol

La técnica 1 permitié comparar las distintas tonalidades de coloracién de las
magulladuras, que dependieron del estado y de la actividad PPO en el tejido una
vez efectuada la lesion mecdnica. El tamafio de la magulladura aument6 con la
energia aplicada al fruto. La reaccién de coloracién se produjo en la totalidad del
volumen de tejido magullado, por lo que al seccionar (en 1 mm) la superficie, la
magulladura pudo observarse nitidamente (Fig. 1). La magulladura presenté con
frecuencia una parte central de coloracion mas intensa que coincidié con la zona
donde se producen las tensiones mdximas (el tejido sufre una alteracién mayor).

Fig. 1.—Observacion de la magulladura en secciones longitudinales de 0,5 cm de grosor de pera
cv. «Decana de Comice» tenida con solucion de catecol (técnica 1). 15 X.
F: plano de fractura; H: hipodermis; M: magulladura; T: tejido referencia.
Bruise on a longitudinal section (0.5 cm thick) of «Decana de Comice» pear produced by mechanical
injury and stained with cathecol solution (technique 1). 15 X.
F: fracture plane; H: hypodermis; M: bruise area; T: reference tissue.
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Por debajo de esta zona la coloracién es menos intensa, llegando a anularse cuando
entra en contacto con el tejido no magullado.

La técnica 2 permitié apreciar con nitidez la forma de la magulladura, delimi-
tando perfectamente el drea dafiada. La serie de cortes realizados desde su parte
media hacia el interior, con un espesor aproximado de 1 mm, sirvié para seguir la
evolucién de la magulladura en profundidad. Esta técnica es dificil de realizar, ya
que es necesario perforar la epidermis sin dadar la pulpa del fruto. No se encontrd,
sin embargo, una técnica mds apropiada para la perforacién de la epidermis sin da-
fiar el resto de los tejidos.

En la técnica 3 se detectd todo tipo de magulladuras, tanto naturales (conteni-
das en el fruto antes de la lesién mecanica) como realizadas mecanicamente con el
indentador, y posibilitd la observacion nitida de sus contornos. La comparacion de
tiempos de ensayo permitié comprobar que en 8 min se completaba la reaccion de
magulladura, apreciando perfectamente la intensidad del color. Los frutos tratados
con cloroformo presentaron decoloracién superficial, no existiendo apenas diferen-
cias en la visualizacién del interior del tejido entre frutos tratados y no tratados.
Esto puede ser debido a que el tiempo de inmersién en cloroformo no fue el ade-
cuado para disolver la mayoria de los dcidos grasos de la cuticula del fruto. Ensa-
yos realizados con tiempos de inmersién mayores mostraron alteraciones de la

Fig. 2.—Evaluacion de miltiples magulladuras en secciones transversales de 3 cm de grosor en
manzana cv. «Starking» tefiida con solucion de catecol (técnica 5).

C: magulladura producida por compresién mecanica; F: plano de fracturas; I: magulladura pro-
ducida por impacto mecanico; M: magulladura ocurrida de forma natural en el fruto.
Evaluation of multiple bruises on «Starking» apple transversal sections (3 cm thick), stained with cathe-
col solution (technique 5).

C: bruises produced by compression; f: fracture plane; I: bruises produced by mechanical impact, M:
bruises included in the fruit.
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Fig. 3.—Observacion por medio de luz transmitida por fibras opticas, de la magulladura en sec-
ciones de pera cv. «Blanquilla» tefiida con solucién de epinefrina.
M: magulladura producida por compresion; T: tejido de referencia.
Bruise on «Blanquilla» pear sections stained with epinephrine solution, and observed by transmitted
light using optical fibers.
M bruise produced by compression; T: reference tissue.

pulpa. En manzana cv. «Golden Delicious», sin embargo, }a inmersién en cloro-
formo revel6 las magulladuras en la parte externa del fruto.

La técnica 4 permitié acortar el tiempo de inmersion necesario para la penetra-
cién del reactivo a través de la epidermis y resto de tejidos, mejordndose, por tanto,
el resultado obtenido. Ello permitié eliminar el pretratamiento con cloroformo.

El protocolo mas eficaz fue el de la técnica 5, que permitié observar, tanto las
magulladuras superficiales como las internas. En la evaluacion de las magulladuras
internas (Fig. 2) se observé con bastante nitidez el contorno de las mismas y de las
grietas producidas. El tamafio de magulladura aumentd con la carga mecénica apli-
cada y la forma de las magulladuras permitié precisar qué tipo de dafio mecdnico
habia sufrido el fruto. Esta técnica es susceptible de automatizacion, con lo que
aparece como un posible procedimiento de muestreo de calidad en partidas de fru-
tos frescos. Para ello se requiere continuar con su desarrollo y tratar de hacerlo ex-
tensivo a otros tipos de frutos.

Los resultados obtenidos en este trabajo en pera y en manzana, y los obtenidos
por otros autores (Kader ez al., 1982) en melocotén, muestran la aplicacion directa
de soluciones de catecol en la evaluacién de magulladuras. Esta solucién podria
servir para mostrar de forma répida y sencilla la susceptibilidad al pardeamiento
enzimatico de distintas especies de frutos, tales como los de pepita y hueso, y
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Fig. 4.—Observacion de magulladuras en secciones de manzana cv. «Golden Delicious», aproxi-
madamente de 1 mm de espesor, producidas por la aplicacion de cargas mecanicas diferentes y
tenidas con solucion de safranina.

T: tejido de referencia.

Bruise on «Golden Delicious» apple sections (1 mm thick) produced by mechanical injury, and stained
with safranine solution.

T: reference tissue.

como ésta varia con el grado de madurez. El empleo de la solucién de catecol tam-
bién podria ser (til en la realizacion de cartas colorimétricas que mostrasen la sus-
ceptibilidad al pardeamiento enzimatico de distintas especies de frutos.

Solucién de epinefrina

Este reactivo fue eficaz en la observacion de las magulladuras en pera. La to-
nalidad rojiza delimité perfectamente el contorno de la magulladura y permitié ob-
servar claramente la forma de la misma, tanto en las secciones centrales como en
las interiores (Fig. 3).

Esta solucidn, sin embargo, no dio buenos resultados en las variedades de
manzana ensayadas. Creemos que esto puede deberse a que en manzana existe una
menor concentracion de enzima(s) del grupo PPO que utiliza sustrato epinefrina.

Se aconseja la utilizacion de este reactivo en pera, pero no asi en manzana.

Reactivo safranina

La solucidn de safranina empleada sirvié para detectar la zona dafiada y para
poder apreciar diferencias en la forma y tamafo de las células, paredes rotas, pre-
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sencia de fracturas y discontinuidades en los tejidos afectados (Fig. 4). Con el pro-
tocolo seguido fue posible la comparacion de los diferentes tipos de magulladuras
obtenidos por la aplicacién de cargas diferentes a la hora de producir el dafio me-
canico de los frutos.

CONCLUSIONES

Las técnicas citadas en este articulo presentan la ventaja de que son rapidas,
sencillas y eficaces para la deteccién de las magulladuras observadas en frutos de
pera y manzana sometidas a diferentes cargas mecdnicas. Aportan ademds infor-
macién sobre la forma y tamario de la misma, asi como las zonas donde la activi-
dad PPO es mas intensa.

La técnica de inmersién en solucién de catecol 0,2 M en dos fases, frutos en-
tero y rodajas, abre ademads una via para la automatizacién de un procedimiento de
evaluacién de la calidad de partidas de frutos de peras y manzanas. Esta técnica se-
ria muy itil en almacenes y comercios, no sélo por su sencillez sino también por el
tipo de material de laboratorio requerido para su desarrollo. Seria ventajoso, de
cara a su comercializacion, el conocimiento no solo de las diferencias de conteni-
dos enziméticos entre variedades, sino también de su evolucién segiin avanza el es-
tado de madurez del fruto.
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SUMMARY

Simple and fast colorimetric techniques for hruise detection
in pear and apple fruits

Several simple and fast colorimetric techniques were developed for bruise detection in pomme fruits.
They are based on colored reactions produced between the polyphenoloxidase enzymes with solutions
containing their specific substrates i.e. catechine and epinefrine. Apples and pears were used, but the
techniques described are also appropriate for other types of fruits.
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