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Resumen:
							                           

Introducción. La mora es una fruta perecedera, debido a su piel suave y sensibilidad a patógenos fúngicos como Botrytis cinerea causante del moho gris. El ozono es un gas que puede prolongar la vida útil y proteger la fruta del crecimiento de B. cinerea. Objetivo. Evaluar el efecto de la aplicación de ozono gaseoso sobre las características fisicoquímicas y parámetros de calidad postcosecha de mora fresca durante su almacenamiento. Materiales y métodos. Este estudio se realizó en el 2016 en el Centro Nacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos de la Universidad de Costa Rica. Se utilizó mora (Rubus adenotrichos) de la variedad ‘Vino con espinas rojas’. Los frutos fueron inoculados con B. cinerea y tratados con ozono gaseoso en un rango de 50-200 µg L-1 por 150 min una vez al día, durante 0, 2, 4, 7 y 10 días de almacenamiento a 2 °C. Además, se aplicó un tratamiento control (sin ozono). Se evaluaron diferentes parámetros fisicoquímicos (color, sólidos solubles totales, acidez titulable y dureza) y de calidad postcosecha (porcentaje de fruta dañada y de fruta infectada con B. cinerea). Resultados. El tiempo de almacenamiento afectó significativamente (p < 0,05) todos los parámetros analizados, independiente de la aplicación de ozono. No se observó efecto del ozono sobre los parámetros fisicoquímicos. Sin embargo, el tratamiento con ozono influenció el porcentaje de fruta dañada (p = 0,0067) y de fruta afectada por B. cinerea (p < 0,0001). Después de 10 días, los frutos tratados con ozono presentaron un menor porcentaje de fruta afectada por B. cinerea (78,95 ± 1,08 %) comparado con las muestras sin tratar (96,07 ± 2,19 %). Conclusión. La aplicación de ozono podría ser un método eficaz para mantener la calidad de la mora, prolongar el tiempo de almacenamiento y mejorar la resistencia al deterioro fúngico.



Palabras clave: fruta, desinfección, preservación, moho, 
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Abstract:
						                           

Introduction. Blackberries are highly perishable fruits due to their soft skin and susceptibility to fungal diseases, such as gray mold caused by Botrytis cinerea. Ozone is a gas that can extend the shelf life and protect the fruit from the growth of B. cinerea. Objective. To evaluate the effect of gaseous ozone application on the physicochemical characteristics and postharvest quality parameters of fresh blackberries during storage. Materials and methods. This study was carried out at the National Center for Food Science and Technology of the Universidad de Costa Rica in 216. Blackberries (Rubus adenotrichos) of the “Vino con espinas rojas” variety were used. The fruits were inoculated with B. cinerea and treated with gaseous ozone at a range of 50-200 µg L-1 for 150 min once a day over 0, 2, 4, 7, and 10 days of storage at 2 °C. Additionally, a control treatment (without ozone) was applied. Various physicochemical characteristics (color, total soluble solids, titratable acidity, and hardness) and postharvest quality parameters (percentage of damaged fruit and fruit infected with B. cinerea) were evaluated. Results. Storage time significantly affected (p < 0.05) all the parameters analyzed, regardless of ozone application. No effect of ozone on the physicochemical parameters was observed. However, ozone treatment influenced the percentage of damaged fruit (p = 0.0067) and fruit affected by B. cinerea (p < 0.0001). After 10 days, ozone-treated fruits showed a lower percentage of fruit affected by B. cinerea (78.95 ± 1.08 %) compared to untreated samples (96.07 ± 2.19 %). Conclusion. Ozone application could be an effective method for maintaining blackberry quality, extending storage time, and improving resistance to fungal deterioration.



Keywords: fruit, disinfection, preservation, mold, 
Botrytis cinerea
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Introducción


La mora (Rubus spp.) es una fruta muy consumida en Costa Rica, cuya composición y potenciales efectos beneficiosos en la salud humana han sido estudiados en distintas investigaciones (Azofeifa et al., 2016; Madrigal-Gamboa et al., 2021; Montero et al., 2022; Quesada-Morúa et al., 2020). En el país, el cultivo de mora se realiza en regiones altas (1500-2300 m s.n.m.) como la zona de Los Santos, donde el cantón de Dota es el principal productor a nivel nacional, así como en el cantón de El Guarco y las áreas elevadas del cantón de Pérez Zeledón. La variedad conocida como ‘Vino con espinas rojas’ de la especie Rubus adenotrichos (Schltdl.) es la más comercializada en el país (Soto et al., 2019).

Los beneficios asociados al consumo de moras derivan de su composición química, ya que constituyen una excelente fuente de vitaminas, minerales y fibra dietética, además de ser ricas en flavonoides y ácidos fenólicos (Olas, 2018; Robinson et al., 2020). Entre los compuestos fenólicos presentes de manera predominante en la especie de mora R. adenotrichos se encuentran los elagitaninos y las antocianinas, los cuales poseen actividad antioxidante (Soto et al., 2019). Sin embargo, estos compuestos tienden a disminuir con el tiempo, por lo cual es importante un adecuado manejo postcosecha para prolongar la vida útil y preservar la calidad nutricional y sensorial de la fruta (Kårlund et al., 2014).

Los frutos de mora son muy perecederos, debido a su piel suave y su susceptibilidad a las enfermedades fúngicas. Aunque se cosechan en plena madurez, su vida útil postcosecha varía de 2 a 5 días cuando se almacenan entre 0 °C y 2 °C con una humedad relativa del 90 % al 98 %. Sin embargo, en los supermercados y establecimientos de venta, la temperatura de almacenamiento suele oscilar entre 5 °C y 7 °C, lo que acelera su deterioro (Huynh et al., 2019). Incluso con condiciones óptimas de cosecha y almacenamiento, la mora está expuesta a la putrefacción fúngica, como la pudrición causada por Botrytis cinerea (Park et al., 2023).


B. cinerea es un fitopatógeno que ocasiona la enfermedad conocida como moho gris o pudrición del fruto, una de las más comunes en frutos del tipo baya, como la mora (Park et al., 2023), arándano azul (Vaccinium corymbosum L.) (Jaramillo-Sánchez et al., 2019) y fresas (Fragaria x ananassa Duch.) (Abd-Elkader et al., 2021). B. cinerea sigue un ciclo de infección en varias etapas: adhesión, germinación, penetración del tejido vegetal, muerte celular adyacente y diseminación en el tejido circundante, lo cual causa colonización y maceración rápida del tejido infectado (Dewey & Grant-Downton, 2016).

A nivel postcosecha, se emplean técnicas de desinfección para controlar fitopatógenos, como el uso de ácido peracético, agua electrolizada, luz pulsada y plasma frío, como alternativas al uso de cloro (Pérez-Lavalle et al., 2020). Estos autores sugieren que el ozono gaseoso podría ser un método postcosecha eficaz para desinfectar moras frescas. Este tratamiento permite eliminar Botrytis sin comprometer su calidad nutricional.

El ozono es un gas natural que se encuentra en la atmósfera y que también puede ser producido de manera sintética. Es oxígeno triatómico (O3) y se forma cuando el oxígeno molecular (O2) reacciona con un radical libre de oxígeno. Debido a su alta acción oxidante puede destruir diferentes estructuras en microorganismos, como la pared y membrana celular, además puede modificar el ADN y ARN de bacterias, hongos, protozoos y virus (Aslam et al., 2020; Zambelli, 2023). Desde que fue reconocido como seguro (GRAS) en los Estados Unidos, la aplicación de ozono en la industria alimentaria ha aumentado de manera significativa a nivel experimental y comercial (Aslam et al., 2020; Pandiselvam et al., 2017; Sujayasree et al., 2022).

El ozono se forma en la atmósfera a través de la irradiación ultravioleta (UV) del sol y las descargas eléctricas de los rayos. A nivel comercial, se produce mediante métodos como la descarga de corona, la absorción de luz UV y la generación electroquímica (Yan et al., 2020). Dado que el ozono es inestable y se descompone en poco tiempo en oxígeno, debe generarse in situ para su uso inmediato (Tzortzakis & Chrysargyris, 2017). El método más común para la producción de ozono en equipos es la descarga de corona, que implica la aplicación de una descarga de alto voltaje en una fase gaseosa que contiene oxígeno, ya sea del aire o de oxígeno purificado (Zambelli, 2023).

En el manejo postcosecha de frutas y vegetales frescos, el ozono puede aplicarse como pretratamiento del aire en la cámara de almacenamiento o del agua utilizada para desinfectar los productos. También puede suministrarse de forma continua o intermitente a la atmósfera de la sala o cámara durante todo el periodo de almacenamiento (Shezi et al., 2020). La eficacia del método y la concentración de ozono suministrada dependen del sistema de aplicación, el tipo y la fisiología de los microorganismos objetivo, las características de las superficies de los productos (como grietas, hendiduras, tendencia hidrófoba y textura), el pH y la composición del producto, el tiempo de exposición al tratamiento, la humedad relativa y la temperatura (Aslam et al., 2020).

En la actualidad, en Costa Rica, el uso principal del ozono gaseoso en alimentos se centra en la reducción de la carga microbiana en productos secos, como hojas y hierbas destinadas a la producción de té (R. Palacios, comunicación personal, febrero 16, 2016). Esta tecnología alternativa aún no ha sido explorada en el país en productos frescos como frutas o vegetales. Bajo este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicación de ozono gaseoso sobre las características fisicoquímicas y parámetros de calidad postcosecha de mora fresca durante su almacenamiento.





Materiales y métodos



Materia prima


Se utilizó mora fresca (R. adenotrichos) de la variedad ‘Vino con espinas rojas’ madura (fruto con color de la cáscara morado oscuro). Se seleccionaron frutos recién cosechados, los cuales se colocaron en cajas de tereftalato de polietileno (PET) tipo Clamshell con 5,5 cm de altura y con capacidad máxima para 200 g de fruta. Todas las cajas utilizadas en el estudio fueron desinfectadas con una solución de etanol al 70 % (v/v), mediante aspersión, y se dejaron secar durante al menos 5 min. Las cajas contaban en el fondo con una almohadilla absorbente de líquido.

Los frutos se cultivaron mediante prácticas de agricultura orgánica y se cosecharon en el mes de febrero del 2016 en una finca ubicada en La Trinidad de Dota (San José, Costa Rica, altitud= 2475 m s. n. m., latitud= 09°39’58,7’’N, longitud= 083°53’32,1’’O) (Soto et al., 2019). Se cosecharon tres lotes de mora, que correspondieron a tres parcelas de la misma finca. Los frutos se transportaron el mismo día de la cosecha en hieleras con hielo hasta las cámaras de refrigeración en el Centro Nacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos (San José, Costa Rica), donde se aplicaron los tratamientos con y sin ozono gaseoso.


Diseño del estudio


Para evaluar el efecto de la aplicación de ozono gaseoso, se realizó un diseño en bloques al azar con un arreglo factorial 2 x 5. El primer factor fue la aplicación de ozono gaseoso en los frutos (con ozono y sin ozono) y el segundo factor el tiempo de almacenamiento (0, 2, 4, 7 y 10 días). Se realizaron tres repeticiones por tratamiento que correspondieron a los tres lotes de mora utilizados.

La unidad experimental correspondió a una canasta de PET con almohadilla absorbente en el fondo con 150 g de mora inoculada con B. cinerea. Para el experimento se utilizaron en total treinta canastas con mora inoculada, de las cuales la mitad fueron tratadas con ozono y la otra mitad no. Todas las canastas fueron colocadas en una cámara de refrigeración a una temperatura de 2,0 ± 0,1 °C durante su almacenamiento.


Aislamiento y purificación de la cepa de Botrytis cinerea



El aislamiento e identificación de la cepa de B. cinerea se realizó en el Laboratorio de Fitopatología del Centro de Investigación en Protección de Cultivos (CIPROC) de la Universidad de Costa Rica. Se empleó una cepa de alta capacidad reproductiva, proporcionada por el mismo laboratorio, capaz de colonizar los frutos de mora. En primer lugar, se tomó una porción de micelio de un fruto infectado con B. cinerea con un asa estéril y se sembró en placas de Petri estériles con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), al que se añadieron dos gotas de ácido láctico al 25 % (v/v) para favorecer el crecimiento del hongo. Estas placas se incubaron a 25 ± 1 °C para permitir su crecimiento.

Después de cinco días, el hongo se purificó con una porción del medio de cultivo fresco PDA y se dejó crecer de nuevo en placas en la incubadora a 25 °C durante otros cinco días. A partir del hongo purificado, se preparó una suspensión de conidios. Para ello, se añadió una alícuota de 1,5 mL de agua pectonada (APE) en la placa y se raspó el micelio con un asa de Drigalski para obtener una cantidad adecuada de conidios. Esta suspensión se transfirió a un tubo de ensayo estéril con una solución de APE hasta alcanzar una concentración superior a 1 x 105 conidios/mL. La concentración de conidios se verificó con un hematocitómetro o una cámara de Neubauer.


Inoculación de los frutos de mora


Los frutos se sometieron a un proceso de desinfección antes de la inoculación de las moras. Cada unidad experimental, que consistía en una canasta de PET con 150 g de moras, se sumergió en un recipiente con hipoclorito de sodio al 2 % (v/v) durante 15 min. Pasado este tiempo, las moras se retiraron y se colocaron en otro recipiente con una solución de etanol al 70 % (v/v) durante 2 min. Luego, se sacaron de la solución y se enjuagaron con 1 L de agua esterilizada antes de ser secadas a temperatura ambiente durante 1 h en una cámara de flujo laminar, para continuar con el proceso de inoculación.

Cada unidad experimental se inoculó con 3 mL de la suspensión de conidios de B. cinerea, la cual fue preparada de forma previa. Para ello, las moras se transfirieron a una bandeja esterilizada y se aplicó la suspensión con una micropipeta con el fin de cubrir todos los frutos y evitar  que el inóculo gotease o fluyera fuera de ellos. Luego, los frutos se dejaron secar a temperatura ambiente en una cámara estéril durante 90 min y luego se volvieron a colocar en las canastas de PET. La carga de B. cinerea inoculada en las moras desinfectadas fue de 1 x 105 conidios/mL.


Aplicación de ozono gaseoso y almacenamiento


El sistema para aplicar el ozono constó de una cámara que funciona a 10 ± 1 °C y a la cual estaba conectado un generador de ozono de descarga de corona (modelo VMUS-4, AZCO Industries Limited) y un detector de ozono (modelo 106-L, 2B Technologies). Dentro de la cámara se encontraban las bandejas en las cuales se colocaban las canastas con los frutos a ser tratados. Además, había un ventilador que permitía distribuir de forma más homogénea el ozono gaseoso.

Todas las canastas con los frutos de mora inoculados con B. cinerea fueron colocadas en una cámara de refrigeración a 2,0 ± 0,1 °C y almacenadas durante 0, 2, 4, 7 y 10 días, según el tratamiento. A las unidades experimentales tratadas con ozono, se les aplicó todos los días de forma interrumpida este gas. Para esto, cada día se sacaban las canastas de la cámara a 2 °C, se colocaban dentro del equipo de ozono y se aplicó  una concentración promedio de ozono de 125 ± 75 µg L-1 durante 150 min (condiciones definidas según pruebas preliminares). Transcurrido este tiempo, las canastas se sacaban del equipo y se colocaban de nuevo en la cámara de refrigeración a 2 °C.

En el caso de las muestras sin tratar con ozono gaseoso, estas fueron sacadas de igual forma cada día de la cámara a 2 °C y colocadas en otra cámara de refrigeración a 10 °C durante 150 min para simular las mismas condiciones de temperatura y tiempo al que fueron sometidas las muestras tratadas con ozono. Finalizado dicho tiempo se colocaron de nuevo en la cámara a 2 °C. En cada tiempo de muestreo, las canastas eran sacadas de la cámara de refrigeración y se procedía a realizar en los frutos el análisis de los diferentes parámetros fisicoquímicos y de calidad postcosecha. El diagrama del sistema utilizado para la aplicación de ozono se muestra en la Figura 1.




[image: 43779346004_gf2.png]



Figura 1




Diagrama del sistema de ozono utilizado para el tratamiento postcosecha de la mora fresca: (1) vista general del equipo; (2) cámara de ozono gaseoso; (3) generador de ozono (descarga de corona); (4) manguera del generador del ozono; (5) detector de ozono gaseoso; (6) manguera del detector de ozono; (7) ventilador de la cámara; (8) bandeja para colocar canastas de mora; (9) canasta con mora; (10) vista superior de la bandeja con la distribución de las canastas con mora; (11) canasta tipo Clamshell con tapa flexible y almohadilla absorbente. Centro Nacion







Figure 1. Diagram of the ozone system used for postharvest treatment of fresh blackberries: (1) general view of the equipment; (2) gaseous ozone chamber; (3) ozone generator (corona discharge); (4) ozone generator hose; (5) gaseous ozone detector; (6) ozone detector hose; (7) chamber fan; (8) tray for placing blackberry baskets; (9) basket with blackberries; (10) top view of the tray with the distribution of blackberry baskets; (11) Clamshell-type basket with flexible lid and absorbent pad. National Center for Food Science and Technology, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.












Análisis fisicoquímicos


El color fue medido en la parte externa de los frutos con un colorímetro (modelo Color Flex 45/10, Hunter Lab). Para esto, diez unidades de mora se colocaron en la cubeta del equipo de manera que cubrieran la mayor cantidad posible de la placa. Los parámetros de color se expresaron en unidades CIELab (L*, a* y b*) con un ángulo de observador de 10 ° y un iluminante D65. La diferencia de color (DE) se calculó con base en los parámetros L*, a*, y b* para los frutos de mora almacenados a los diferentes tiempos y se tomó como referencia los frutos al inicio del almacenamiento (t= 0 días), según cada tratamiento (con y sin ozono), de acuerdo con la ecuación 1.
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Donde L0*, a0* y b0* representaron los valores de los frutos de mora al inicio del almacenamiento (t = 0), y L*, a* y b* representaron los valores de los frutos de mora, después de los diferentes días de almacenamiento (t = 2, 4, 7 y 10 días). Los sólidos solubles totales (SST, expresados como °Brix) se midieron en un refractómetro con termómetro digital (modelo NAT-1T, Atago Co., Ltd.) y compensación automática de temperatura. La acidez titulable total se determinó mediante el método estándar AOAC 942.15 (Association of Official Analytical Chemists, 2015) y se expresó como equivalentes de ácido málico (EAM), ya que es el principal ácido orgánico en la mora.

Para determinar la dureza, se midió la fuerza necesaria para comprimir cada fruto de mora. Se empleó un texturómetro (modelo TA. TX plus, Stable Micro Systems) bajo las siguientes condiciones: modo de prueba, compresión; velocidad de prueba, 3,00 mm s-1; distancia de compresión, 5,00 mm. Se sometieron a prueba los frutos de mora (n = 20), los cuales se colocaron de forma individual en posición vertical en la base del equipo y se presionaron con un cilindro de compresión de 2,5 cm de diámetro. En cada caso, se registró la fuerza máxima de compresión correspondiente a la dureza, expresada en N.


Análisis de calidad postcosecha


La evaluación de la fruta dañada se llevó a cabo de forma cualitativa, mediante una inspección visual y táctil de todos los frutos de mora en cada caja. Se evaluó la suavidad de los frutos y la presencia de jugo, detectable por manchas en los dedos. En el caso de la fruta afectada por B. cinerea, se realizó una inspección visual de la superficie de todos los frutos en cada caja para identificar síntomas de pudrición y la presencia de micelio en estos. De esta manera, se contabilizaron los frutos afectados. Las ecuaciones 2 y 3 se utilizaron para determinar la cantidad de fruta dañada y la fruta afectada por B. cinerea, respectivamente.



[image: 43779346004_ee3.png](2)





[image: 43779346004_ee4.png](3)




Análisis estadístico


Con los resultados obtenidos se efectuó un análisis de varianza (ANDEVA) para evaluar el efecto de la aplicación de ozono y del tiempo de almacenamiento, además de la interacción de estos factores. En este caso el tiempo se evaluó como un factor nominal y cuando se detectaron diferencias significativas se aplicó la prueba post hoc de Tukey-HSD (p < 0,05). Además, se realizó un análisis de regresión lineal para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento (factor continuo) sobre las diferentes propiedades analizadas en la mora (p < 0,05), según el tratamiento.

Se compararon los parámetros (m, pendiente; b, intercepto) de las regresiones lineales de las diferentes propiedades mediante la prueba t de Student para detectar diferencias significativas (p < 0,05) entre el tratamiento con ozono y sin ozono. Los datos se presentaron como promedio ± desviación estándar de las repeticiones (n = 3). Los análisis estadísticos se realizaron con Statistica 7.0 (Systat Software Inc.).





Resultados



Parámetros fisicoquímicos


De acuerdo con los resultados para los parámetros de color analizados (Figura 2), se encontró que para el parámetro L* (luminosidad) el tiempo tuvo un efecto significativo (p = 0,0057). Se observó una reducción de la luminosidad en los frutos tratados con y sin ozono al transcurrir el tiempo de almacenamiento (Figura 2a). Esta reducción de L* fue mayor al inicio del almacenamiento (0-4 días) con una estabilización a partir del día 4 y hasta el día 10 (Figura 2a).
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Figura 2




Parámetros de color determinados en mora fresca (R. adenotrichos), variedad ‘Vino con espinas rojas’, inoculada con B. cinerea, para evaluar el efecto de la aplicación de ozono durante el almacenamiento a 2 °C: (a) L*, luminosidad; (b) a*, coordenadas rojo/verde; (c) b*, coordenadas amarillo/azul; (d) DE, diferencia de color. Escuela de Tecnología de Alimentos, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.






Valores expresados como promedio ± desviación estándar (n = 3). Para cada parámetro, los valores promedio con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey, p < 0,05).


Figure 2. Color parameters determined in fresh blackberries (R. adenotrichos), variety ‘Vino con espinas rojas’, inoculated with B. cinerea, to evaluate the effect of ozone application during storage at 2 °C: (a) L*, lightness; (b) a*, red/green coordinates; (c) b*, yellow/blue coordinates; (d) DE, color difference. School of Food Technology, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.

Values are expressed as mean ± standard deviation (n = 3). For each parameter, mean values with different letters indicate significant differences (Tukey’s test, p < 0.05).











Se observó para los parámetros de color a* (coordenadas de rojo/verde), b* (coordenadas de azul/amarillo) y DE (diferencia de color), que hubo un efecto significativo del tiempo de almacenamiento. Según el ANDEVA, para estos parámetros el valor de p fue menor a 0,001. Los valores promedio de a*, b* y DE aumentaron conforme se acrecentaba el tiempo de almacenamiento, sin importar el tratamiento (Figuras 2b, 2c y 2d). Por otro lado, de acuerdo con el ANDEVA, para todos los parámetros de color evaluados (L*, a*, b* y DE), no se encontró un efecto de la aplicación de ozono ni de la interacción del tiempo de almacenamiento con la aplicación de ozono (todos los valores de p > 0,05).

Con respecto al parámetro L*, los frutos de mora que presentaron el mayor y el menor valor promedio fueron aquellos sin tratar con ozono en el día 0 (11,05 ± 0,58) y los tratados con ozono en el día 10 (5,80 ± 0,33), según la prueba de Tukey (p < 0,05), de forma respectiva (Figura 2a). En el caso de los parámetros a* y b*, las moras sin tratar con ozono presentaron el menor promedio al día 0, 4,45 ± 0,33 y 0,57 ± 0,24, de forma respectiva (Figura 2b y 2c). Para a*, el mayor valor se observó al día 10 en la mora sin tratar con ozono (18,86 ± 0,17) (prueba de Tukey, p < 0,05).

Para el parámetro b* se encontraron los mayores valores (p < 0,05) en los días 7 y 10 (tratamiento con ozono) y en el día 10 (tratamiento sin ozono), los valores promedios estuvieron entre 5,39 ± 0,13 y 5,70 ± 0,86 (Figura 2c). Con respecto al parámetro DE, se observó que los menores promedios se presentaron en el día 0, tanto para los frutos sin tratar con ozono (1,39 ± 0,45) como para los que se les aplicó dicho gas (1,96 ± 0,23). El mayor valor de diferencia de color se encontró en los frutos no tratados con ozono almacenados hasta el día 10, con un valor de 15,71 ± 1,04, de acuerdo con la prueba de Tukey (Figura 2d).

Otros parámetros fisicoquímicos evaluados en la mora fueron los sólidos solubles totales (SST), la acidez titulable y la dureza. Para estos tres parámetros el tiempo tuvo un efecto significativo (p < 0,0001). Se observó una reducción de estas variables conforme aumentaba el tiempo de almacenamiento (Figura 3). Sin embargo, no se observó un efecto de la aplicación de ozono ni de su interacción con el tiempo de almacenamiento (p > 0,05) para dichos parámetros fisicoquímicos. Se apreció un comportamiento similar entre las curvas de los frutos tratados con ozono y sin tratar (Figura 3).
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Figura 3




Parámetros fisicoquímicos determinados en mora fresca inoculada (R. adenotrichos), variedad ‘Vino con espinas rojas’, con B. cinerea para evaluar el efecto de la aplicación de ozono durante el almacenamiento a 2 °C: (a) solidos solubles totales; (b) acidez total; (c) dureza. Escuela de Tecnología de Alimentos, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.






Valores expresados como promedio ± desviación estándar (n = 3). Para cada parámetro, los valores promedio con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey, p < 0,05). EAM, equivalentes de ácido málico.


Figure 3. Physicochemical parameters determined in fresh blackberries (R. adenotrichos), variety ‘Vino con espinas rojas’, inoculated with B. cinerea, to evaluate the effect of ozone application during storage at 2 °C: (a) total soluble solids; (b) total acidity; (c) hardness. School of Food Technology, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.

Values are expressed as mean ± standard deviation (n = 3). For each parameter, mean values with different letters indicate significant differences (Tukey’s test, p < 0.05). EAM, malic acid equivalents.











Los frutos de mora presentaron los valores máximos de contenido de SST (expresados como °Brix) en el día 0, sin importar la aplicación de ozono. Estos valores fueron 10,88 ± 0,06 °Brix (sin ozono) y 11,00 ± 0,24 °Brix (con ozono). A partir del día 4, se llegó a una meseta y los valores de SST se mantuvieron similares por el resto del almacenamiento, no encontrándose diferencias significativas según la prueba de Tukey (p > 0,05) (Figura 3a). Los promedios de SST entre el día 4 y 10 tuvieron un rango de 6,83-7,46 °Brix (sin ozono) y 7,08-7,75 °Brix (con ozono).

Con respecto a la acidez total titulable, el mayor y menor valor se encontró en los frutos sin tratar con ozono al día 0 (2,84 ± 0,07 g EAM 100 g-1) y al día 10 (2,08 ± 0,15 g EAM 100 g-1), de forma respectiva. Los cambios de acidez total observados en la mora durante el almacenamiento a 2 °C fueron pequeños, como se observa en la Figura 3b. Después de 10 días de almacenamiento la reducción promedio de acidez fue de 0,76 y 0,62 g EAM 100 g-1 en los frutos de mora sin tratar con ozono y tratados con este gas, respectivamente.

En cuanto a la dureza de la mora, se observaron reducciones más grandes con respecto a los SST y a la acidez total. De acuerdo con la Figura 3c, al finalizar los 10 días de almacenamiento la reducción promedio de la dureza fue de 7,07 N (sin ozono) y 6,04 N (con ozono). Los mayores valores de dureza se encontraron en los frutos de mora al día 0, 8,65 ± 1,89 N (sin ozono) y 8,12 ± 0,61 N (con ozono), según la prueba de Tukey (p < 0,05). El menor valor de dureza se observó en la mora sin tratar con ozono al día 10 con un valor de 1,59 ± 0,32 N (Figura 3c).


Parámetros de calidad postcosecha


Se analizaron de forma visual en los frutos de mora dos parámetros postcosecha, fruta dañada y fruta afectada por B. cinerea, como se muestra en la Figura 4. Para estos parámetros el tiempo tuvo un efecto significativo (p < 0,0001), lo cual se refleja en un aumento de los valores de estas variables conforme aumentaba el tiempo de almacenamiento (Figura 4). Además, según el ANDEVA, se encontró que la aplicación de ozono tuvo un efecto sobre la fruta dañada (p = 0,0067) y la fruta afectada por B. cinerea (p < 0,0001). Inclusive para este último parámetro, se encontró que la interacción de aplicación de ozono con respecto al tiempo de almacenamiento fue significativa (p = 0,0003).
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Figura 4




Parámetros postcosecha determinados en mora fresca (R. adenotrichos), variedad ‘Vino con espinas rojas’, inoculada con B. cinerea para evaluar el efecto de la aplicación de ozono durante el almacenamiento a 2 °C: (a) fruta dañada; (b) fruta afectada con B. cinerea. Escuela de Tecnología de Alimentos, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.






Valores expresados como promedio ± desviación estándar (n = 3). Para cada parámetro, los valores promedio con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey, p < 0,05).


Figure 4. Postharvest parameters determined in fresh blackberries (R. adenotrichos), variety ‘Vino con espinas rojas’, inoculated with B. cinerea, to evaluate the effect of ozone application during storage at 2 °C: (a) damaged fruit; (b) fruit affected by B. cinerea. School of Food Technology, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.

Values expressed as average ± standard deviation (n = 3). For each parameter, mean values with different letters indicate significant differences (Tukey’s test, p < 0.05).











Con respecto a la fruta dañada (expresada como porcentaje), se observó que los menores valores se presentaron en los frutos en el día 0 según la prueba de Tukey (p < 0,05), sin importar la aplicación de ozono, 10,16 ± 1,93 % (sin ozono) y 9,50 ± 1,93 % (con ozono). Luego, al transcurrir el tiempo de almacenamiento se observó un mayor aumento de fruta dañada en la mora que no fue tratada con ozono, en particular en los días 4 y 7. Al finalizar los 10 días de almacenamiento, los frutos alcanzaron valores similares de fruta dañada (mayores al 94 %) sin importar la aplicación de ozono (Figura 4a).

En cuanto a la fruta afectada por B. cinerea, en la Figura 4b se puede observar que en los primeros días de almacenamiento (0-2 días) el crecimiento de B. cinerea fue mínimo, con valores de fruta afectada por este hongo menores al 4,80 %, sin importar el tratamiento aplicado. En estos primeros días, no se encontraron diferencias significativas entre los valores promedio de este parámetro según la prueba de Tukey (p > 0,05). En el día 4, este parámetro aumentó de manera significativa en los frutos de mora, con un incremento lineal hasta el día final de almacenamiento (Figura 4b). Este comportamiento se refleja en la interacción significativa del tiempo de almacenamiento con respecto a la aplicación de ozono.

En el día 10 los frutos de mora que presentaron un mayor porcentaje de fruta afectada por B. cinerea fueron las muestras a las que no se aplicó el ozono gaseoso (96,07 ± 2,19 %) con respecto a las tratadas con este gas (78,95 ± 1,08 %). De hecho, a partir del día 4 se pudo observar de forma visual cómo los frutos sin tratar con ozono presentaban un mayor porcentaje de afectación por B. cinerea (Figura 5). Se encontró que los frutos sin ozono tuvieron una mayor presencia del hongo de color blanquecino/grisáceo sobre su superficie (Figura 5).
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Figura 5




Cambios postcosecha observados de manera visual en la mora fresca (R. adenotrichos), variedad ‘Vino con espinas rojas’, inoculada con B. cinerea tratada con y sin ozono durante el almacenamiento a 2 °C. Escuela de Tecnología de Alimentos, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.







Figure 5. Visually observed postharvest changes in fresh blackberries (R. adenotrichos), variety ‘Vino con espinas rojas’, inoculated with B. cinerea and treated with and without ozone during storage at 2 °C. School of Food Technology, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.











Al comparar los dos tratamientos, mediante un promedio de todos los días de almacenamiento, los frutos sin tratamiento con ozono presentaron un mayor porcentaje de fruta dañada y de fruta afectada con B. cinerea con respecto a la mora tratada con ozono (prueba de Tukey, p < 0,05). Los valores promedio de fruta dañada fueron de 63,82 % (sin ozono) y 53,89 % (con ozono). En el caso de la fruta afectada por B. cinerea, los valores estuvieron en 40,76 % (sin ozono) y en 31,84 % (con ozono). Se realizó un análisis de regresión lineal para todos los parámetros estudiados para evaluar el tiempo de almacenamiento como un factor continuo (Cuadro 1).




Cuadro 1




Análisis de regresión lineal de los diferentes parámetros fisicoquímicos y postcosecha evaluados en mora fresca (R. adenotrichos), variedad ‘Vino con espinas rojas’, inoculada con B. cinerea tratada con y sin ozono durante el almacenamiento a 2 °C. Centro Nacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.
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Table 1. Linear regression analysis of the different physicochemical and postharvest parameters evaluated in fresh blackberries (R. adenotrichos), variety ‘Vino con espinas rojas’, inoculated with B. cinerea and treated with and without ozone during storage at 2 °C. National Center for Food Science and Technology, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2016.











Según el análisis de regresión, todos los modelos fueron significativos, sin importar la aplicación de ozono (p < 0,05), como se observa en el Cuadro 1. Sin, embargo, se encontraron algunas variables que no tuvieron un buen ajuste. Algunos parámetros de color como L*, a* y DE presentaron valores de coeficiente de determinación (R2) menores a 0,80. El resto de los parámetros analizados tuvieron valores de R2 mayores a 0,80 e inclusive por encima del 0,90 (acidez total y fruta dañada por B. cinerea). Lo anterior demuestra el comportamiento lineal de las variables respuesta evaluadas en la mora con respecto al rango de tiempo de almacenamiento testeado.

Al comparar los valores de pendiente (parámetro m) e intercepto (parámetro b) de los modelos lineales obtenidos para evaluar el efecto de la aplicación de ozono, solo se encontró que hubo diferencias significativas (p < 0,05) en el parámetro m para la fruta afectada por B. cinerea. Se encontró un valor promedio de m menor para la mora tratada con ozono con respecto a los frutos sin tratar (Cuadro 1). Esto indica que la velocidad a la que ocurrió la afectación de este hongo fue menor en los frutos de mora que fueron expuestos al ozono durante el almacenamiento.





Discusión


El color de la mora fue afectado significativamente por el tiempo de almacenamiento, debido a la reducción de la luminosidad (L*) y al aumento del enrojecimiento (a*) y de la tonalidad amarilla (b*). Esto sucede por la acumulación de antocianinas y es una indicación del proceso de maduración y putrefacción en los frutos (Lawrence & Melgar, 2018). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio realizado por Giuggioli et al. (2015), en el cual aplicaron ozono gaseoso (50 µg L-1, 12 h) en frambuesas (Rubus idaeus L.) durante su almacenamiento (13 días, 20 °C). Estos autores no observaron diferencia estadística en el color de los frutos tratados con y sin ozono, pero sí observaron un efecto del tiempo.

En cuanto a la diferencia de color (DE), se tomó como referencia el color de los frutos al inicio del experimento (t = 0). A partir del día 2, los frutos tratados con y sin ozono presentaron cambios de coloración perceptibles según lo que indica la literatura. Valores de DE mayores a 3,5 son evidentes para el ojo humano (Díaz-García et al., 2015). Al igual que en los otros parámetros de color, el tratamiento con ozono no afectó la DE en los frutos. De manera similar, no se detectó un efecto de la aplicación de ozono gaseoso (9x105 µg L-1, 3 min) en la DE en durián (Durio zibethinus) durante su almacenamiento (14 días, 4 °C) (Sripong et al., 2022).

La disminución de los sólidos solubles totales (SST) en los frutos de mora puede explicarse por la actividad de Botrytis. Tras desinfectar e inocular los frutos con B. cinerea, el hongo se adapta al medio ambiente y consume los azúcares simples. Con el tiempo, su crecimiento incrementa, así como el consumo de estos sustratos (Dong et al., 2020). No obstante, la aplicación de ozono no afectó los SST en la mora almacenada a 2 °C, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Lopes Morais et al. (2015) en fresas (Fragaria x ananassa Duch.) almacenadas a 4 °C durante 15 días. Estos autores observaron que el tratamiento de ozono (1x106 µg h-1 durante 20 min) no afectó el contenido de SST.

En otros estudios se han encontrado resultados diversos en cuanto al contenido de SST. Por ejemplo, se ha observado una mayor retención de sólidos solubles (glucosa y fructosa) en frambuesas rojas (Rubus idaeus L., cv Tulameen) tratadas con ozono gaseoso (6000 µg L-1, 16 h) y almacenadas a 4 °C durante 15 días, comparado con los frutos almacenados sin tratar con este gas (Pinto et al., 2020). Por otro lado, en peras (Pyrus communis L.) ozonizadas (100 x103 µg L-1, 60 min) se observó con respecto al grupo control (sin ozono) una menor concentración de SST después de ser almacenadas a 25 °C durante 6 días (Alencar et al., 2014).

La acidez titulable total mostró un patrón de reducción similar al de los SST con respecto al tiempo de almacenamiento, sin importar la aplicación de ozono gaseoso. Esta reducción en la acidez podría atribuirse al proceso de maduración de la mora, debido a su consumo durante la respiración y a la conversión de ácidos orgánicos en azúcares, lo que conduce a esta tendencia a disminuir (Mikulic-Petkovsek et al., 2015). Se ha observado que la exposición de la papaya (Carica papaya L. cv. Sekaki) a bajos niveles de ozono gaseoso (1500 µg L-1, 96 h) durante su almacenamiento (14 días, 25 °C), tiene un efecto mínimo sobre la reducción de la acidez titulable (Ali et al., 2014).

A diferencia de los resultados obtenidos en la presente investigación, se ha observado que la aplicación de ozono puede reducir la acidez total, tal como lo indica el estudio realizado por Lopes Morais et al. (2015) en fresas (Fragaria x ananassa Duch.) almacenadas a 4 °C. Estos autores encontraron que el tratamiento con ozono (1x106 µg h-1, 20 min) generó una reducción de la acidez total con respecto a los frutos no tratados con este gas, en diferentes períodos de almacenamiento (5, 10 y 15 días). También se observó este fenómeno en morera negra (Morus nigra) tratada con ozono a una concentración de 2000 µg L-1 y almacenada a 0 °C hasta 15 días (Han et al., 2017).

La dureza de la mora se evaluó en cada unidad experimental con una muestra de veinte bayas, debido a la notable variabilidad de este parámetro en los frutos, lo que resultaba en valores muy dispares. Esta variabilidad podría atribuirse a las diferencias en el tamaño de las bayas dentro de las muestras; de forma general, las bayas pequeñas tienden a ser más firmes que las más grandes (Concha-Meyer et al., 2015). No obstante, se observó que la dureza en la mora se redujo de forma constante durante el tiempo, lo que coincide con los estudios realizados por Kim et al. (2015) y Menezes Oliveira et al. (2014), en los cuales se evaluaron distintos cultivares de mora (Rubus spp.).

La disminución en la dureza puede atribuirse a los cambios fisiológicos y bioquímicos que tienen lugar durante la maduración. En el fruto, estos cambios pueden incluir la pérdida de presión de turgencia, la liberación de aire extracelular y vascular, así como la pérdida de agua debido a la degradación de componentes estructurales como la pectina, celulosa y hemicelulosa, mediante procesos de hidrólisis y actividad enzimática (Horvitz et al., 2017). Otra causa de la pérdida de dureza puede ser el crecimiento de mohos, que provocan daños en la estructura de los tejidos, lo que provoca su ablandamiento (Jiang et al., 2022).

Según los resultados, el tratamiento de ozono no tuvo un impacto sobre la dureza de la mora. Esto concuerda con lo observado por Pellanda de Souza et al. (2018) en zanahorias (Daucus carota L.) ozonizadas (2500 y 5000 µg L-1, 60 min) y almacenadas a 18 °C durante 5 días y por Alwi y Ali (2015) en chile dulce (Capsicum annuum L.) almacenado a 12 °C durante 24 días (tratamiento con ozono entre 1000 y 9000 µg L-1 por 3 días). Sin embargo, otros estudios han encontrado que la aplicación de ozono retarda el decaimiento de la dureza en los frutos al generar un retraso en la senescencia de estos (Aday & Caner, 2014; Ali et al., 2014; García-Martín et al., 2018).

Con respecto a los parámetros de calidad postcosecha, se observó desde el inicio del estudio de almacenamiento la presencia de daños, como suavidad y pérdida de jugo, en las moras, tanto en las muestras tratadas con ozono como en las no tratadas. Este deterioro general del producto desde el día 0 de almacenamiento se puede atribuir al proceso de desinfección al que se sometieron todos los frutos para poder inocularlos con B. cinerea. Este proceso implicó varias inmersiones de las bayas en hipoclorito de sodio, etanol y agua destilada, lo que provocó humedecimiento de la mora y, como consecuencia, un ablandamiento del tejido y posibles rupturas de las paredes del fruto.

El deterioro general del producto después del segundo día de almacenamiento se debe a varios factores. Como se explicó antes, la pérdida de dureza es un factor importante, pero también influyen los procesos de respiración y transpiración de la fruta (Mikulic-Petkovsek et al., 2015). Además, el crecimiento de B. cinerea puede contribuir a este deterioro. Estos factores provocan la suavización y ruptura de los tejidos de las paredes celulares, lo que resulta en la pérdida de líquido de los frutos.

Los resultados demuestran que la aplicación de ozono redujo el porcentaje de mora dañada (más en los días 4 y 6), debido a una posible mayor inhibición del crecimiento de B. cinerea, lo que evita mayores pérdidas de jugo en la mora. Estos resultados coinciden con estudios previos que demuestran que el tratamiento con ozono reduce el deterioro durante el almacenamiento. Una menor pérdida de peso y salida de líquido en morera negra (M. nigra) tratada con ozono (5140 µg L-1) a 2 °C por 6 días fue observada por Tabakoglu y Karaca (2018). En naranjas (Citrus sinensis cv. Washington Navel) tratadas con ozono (2,14 µg L-1, 30 min) y almacenadas a 5 °C se observaron resultados similares (Koyuncu et al., 2023). Además, se ha estudiado que el ozono retarda la tasa de respiración e inhibe enzimas que degradan la pared celular de los frutos (Peng et al., 2024).

Se evaluó de forma visual el porcentaje de moras afectadas por B. cinerea. Se observó cuántas presentaban signos de este hongo (moho blanco/grisáceo) en cada canasta durante el período de almacenamiento de 10 días a 2 °C. En el día 0, las muestras de ambos tratamientos (con ozono y sin ozono) fueron sometidas a desinfección y luego inoculadas con el hongo, por lo que era de esperarse que no se encontrara fruta afectada por B. cinerea en este día. Cabe destacar que el desarrollo visible del hongo en el fruto no ocurre en menos de 24 h, aunque este período puede variar según las condiciones ambientales, como la temperatura y la humedad relativa (Carisse, 2016).

Entre el día 4 y el día 10, se observó un mayor porcentaje de moras afectadas por Botrytis en el grupo de control (sin ozono) en comparación con el grupo tratado con ozono. Dadas las condiciones favorables, el ciclo completo de infección de este hongo puede completarse en 3 o 4 días (Carisse, 2016), lo que concuerda con los resultados obtenidos. La menor afectación de B. cinerea en los frutos de mora tratados con ozono respalda la eficacia del ozono como un método potencial de control microbiológico, a través de un efecto fungistático contra el moho gris. Sin embargo, es importante destacar que el ozono no funciona como un fungicida (Concha-Meyer et al., 2015).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con otras investigaciones que demuestran la eficacia de la exposición constante al ozono durante el almacenamiento para inhibir el crecimiento de hongos. En el estudio realizado por Cravero et al. (2016), se encontró que el recuento de mohos y levaduras en uvas (Vitis vinífera L. cv. Barbera) fue menor en los frutos tratados con ozono gaseoso (32 µg L-1, 24 h). Otros estudios observaron la reducción de la incidencia de B. cinerea durante el almacenamiento de kiwi (Actinidia deliciosa cv. Hayward) (Luo et al., 2019) y moras andinas (Rubus glaucus Benth) (Horvitz et al., 2021) luego del tratamiento con ozono gaseoso, 79x103 µg L-1 durante 1 h y 700 µg L-1 durante 3 min, respectivamente.





Conclusiones


El presente estudio demostró que la exposición con ozono gaseoso no afectó las características fisicoquímicas de los frutos de mora fresca (color, sólidos solubles totales, acidez titulable y dureza) durante su almacenamiento en refrigeración por 10 días. La investigación evidenció que el tratamiento con ozono retrasó de forma significativa el deterioro en la mora, así como el daño causado por B. cinerea (moho gris). La aplicación de ozono podría ser un método eficaz para mantener la calidad de la mora, prolongar el tiempo de almacenamiento y mejorar la resistencia al deterioro causado por B. cinerea. Futuros estudios deben realizarse para conocer el efecto del tratamiento con ozono a mayores concentraciones y por tiempos más prolongados en frutos no inoculados.
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