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Resumen

El Pert es uno de los mayores exportadores de esparragos a nivel mundial. Esta hortaliza
genera anualmente més de 300 millones de dolares al pais y, a diferencia de otros paises
exportadores, su produccion se puede dar durante todo el afio debido a nuestras condiciones
climaticas. Los turiones (la parte comestible del esparrago), luego de ser cosechados,
experimentan procesos bioquimicos que afectan su calidad y, en consecuencia, su aceptacion

en el mercado local e internacional.

El estrés generado por la cosecha del turion pone en marcha un proceso de senescencia. Esta
se caracteriza por un dano celular progresivo, la degradacion de reservas nutritivas, la
movilizacion de nutrientes y otros cambios bioquimicos. Uno de los objetivos principales de
este proceso es la conservacion y movilizacion de nitrogeno en forma de especies facilmente
transportables en tejidos vegetales. A pesar de que el turidon se encuentra cosechado, la
senescencia es parte de un programa metabdlico automatico en tejidos vegetales que han

sufrido dafio.

El nitrégeno presente en las proteinas y los acidos nucleicos es reciclado y se acumula
inicialmente en forma de aminoécidos libres. Sin embargo, durante las etapas posteriores de
este proceso también se libera amoniaco (compuesto toxico para los tejidos). La acumulacion
de amoniaco y de ciertos aminodcidos indican un periodo de senescencia tardio y se ve
reflejado en la apariencia del turion. Por lo tanto, la variacion del contenido de estos
compuestos en la zona de crecimiento del turion (punta) durante un periodo de tiempo nos
puede ayudar a establecer bioindicadores del proceso de senescencia y comprender distintos

cambios bioquimicos que el vegetal estd experimentando.

Este trabajo tuvo como objetivo el andlisis de la variacion del contenido de los aminoécidos
involucrados directamente en el almacenamiento transitorio de nitrégeno para su
translocacion a otros drganos y en la generaciéon de amoniaco como indicador de senescencia
tardio en turiones cosechados. La evaluacion se realizé durante 7 dias a temperatura ambiente
(21 °C) con el fin de recrear las condiciones usuales existentes en los puntos de venta. Para el
analisis de aminoacidos y amoniaco se adaptdé un método de separacion por cromatografia
liquida de alta resolucion. Asimismo, se analizaron otros pardmetros relacionados con la
variacion del contenido de los metabolitos mencionados, tales como la relacion de

carbono:nitrogeno y el contenido de agua y de proteinas.
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1. Introduccidn
1.1. generalidades

El esparrago (Asparagus officinalis), perteneciente a la familia Asparagaceae, es una planta
nativa de la region mediterranea: norte de Africa, Asia occidental y Europa (GRIN, 2012). A
diferencia de otras hortalizas, los esparragos poseen un gran valor comercial debido a su
sabor y a que presentan un gran contenido de proteinas, grasas, vitaminas y minerales. La
parte comestible y comercial de esta planta son los turiones. Estos son los primeros brotes de
la planta que surgen de la tierra. Es decir, los turiones son la parte aérea de la planta en sus

primeros dias de crecimiento.

El cultivo de esparrago se propaga con muy poca frecuencia por semillas. Es mas comun
utilizar el rizoma, denominado corona. La corona es un tallo subterraneo el cual se encarga de
almacenar nutrientes (principalmente carbohidratos) que van a servir para el crecimiento de
los primeros turiones cuando las condiciones climaticas sean favorables. Generalmente, en
los paises occidentales, las coronas son plantadas en invierno o a comienzos de la primavera,
cuando la temperatura del suelo se encuentra entre 6 y 10°C. Luego, cuando la temperatura
del suelo supera los 10°C, se da el crecimiento de las primeras yemas. La temperatura dptima

para el crecimiento de los turiones es hasta los 28°C (CIREN, 1987).

Después de plantar la corona, los primeros turiones en crecer no son cosechados y llegan a
formar pequenas plantas, los cuales producen un fruto rojo que no es comestible para los
humanos. Luego de un afio aproximadamente (dependiendo de la ubicacion geografica), las
plantas maduras con frutos son cortadas al ras del suelo sin alterar la corona, permitiendo asi
que surjan nuevos turiones de ella, los cuales son destinados para el consumo humano (Feller
y col, 2012). Este procesamiento inicial se da para que la corona pueda almacenar mas
nutrientes y pueda desarrollar mejores turiones. Después de ser cosechados, los turiones son
almacenados a bajas temperaturas (3-5°C) para reducir la tasa de respiracion del tejido y

retrasar la senescencia.

Las condiciones de almacenamiento de los turiones tienen que ser muy controladas para
evitar que se acelere su madurez y en consecuencia afecte su calidad. El almacenamiento a
muy bajas temperaturas (<0°C) ocasiona que los turiones se vuelvan flacidos y se descoloren.

A una temperatura cercana a 0°C pueden llegar hasta 10 dias almacenados, aunque se pueden



presentar dafios en las puntas. A altas temperaturas, se acelera la madurez del turion,
ocasionando asi, que sus puntas (bracteas) se abran parcialmente. Por otro lado, los turiones
se pueden almacenar hasta dos semanas controlando la humedad de la camara entre 90-95%,
para asi minimizar la desecacion (Siddiq and Uebersax, 2018). Asimismo, la concentracion
de CO; en el ambiente donde se almacenan puede causar cambios en su apariencia

(Huyskens-Keil and Herppich, 2013).

Los turiones que mas se comercializan son los verdes y los blancos. Esta variacion se debe al
método de cultivo: el esparrago blanco crece en la oscuridad, generalmente bajo tierra,
mientras que el esparrago verde crece en presencia de luz solar. Ademas, el sabor del turion
también varia, por ejemplo, los turiones blancos son menos amargos que los verdes y
morados. En América se prefiere el consumo de esparragos verdes mientras que en los paises
de Europa occidental se prefiere el esparrago blanco (Siddiq and Uebersax, 2018). Sin

embargo, los turiones verdes son los mas comercializados en el mercado global.

Los esparragos, ademas de ser comercializados como alimento, han sido empleados también
como planta medicinal debido a la amplia variedad de compuestos bioactivos como
polisacaridos, polifenoles, antocianinas y saponinas, los cuales pueden presentar efectos
anticancerigenos, antioxidantes, diuréticos, entre otros (Guo y col, 2020). Asimismo, las
partes no comestibles del esparrago, como las raices o la parte inferior del tallo que se separa
del turidn, presentan propiedades farmacoldgicas antidepresivas y antiepilépticas, entre otras
(Zhang and Bekhit, 2019). En la medicina tradicional china se utilizan para tratar

inflamaciones, cancer, infecciones y problemas respiratorios (Fan y col, 2015).

1.2. El cultivo del esparrago en el Peru

1.2.1. Produccion y exportacion de esparragos en el Peru.

Debido a la gran demanda de este vegetal en el mercado mundial, la produccion de esparrago
ha aumentado considerablemente en los Gltimos afios. Los paises con mayor produccion son
China (87.5%), Peru (5 %), México (2.3%) y Alemania (1.5 %) (Azimi y col, 2012; Siddiq
and Uebersax, 2018).Sin embargo, a pesar de que China posee la mayor produccion; los dos
paises con mayor exportacion son México y Perl, como se puede ver en la figura 1

(FAOSTAT, 2022). En Peru la produccion de esparragos se da a lo largo de todo el afio



debido a sus condiciones climaticas favorables, lo que convierte al esparrago en una gran
fuente de ingresos que proporciona anualmente mas de 300 millones de dolares al pais

(FAOSTAT, 2022).
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Figura 1: Comparacion de la cantidad de esparragos exportados (en toneladas) por el Perti con otros paises.
Exportaciones en el lapso de 2016 a 2020 de los tres paises con mayor exportacion a nivel mundial (FAOSTAT,

2022).

Los esparragos exportados desde el Pert tienen como principales destinos a la Union
Europea, los Estados Unidos y algunos paises asiaticos, siendo Japon uno de ellos. Segun su
destino los turiones se venden como frescos, en conservas, congelados y deshidratados
(IPEH, 2014). EI 52 % de las exportaciones de esparragos que realiza el Pertl corresponde a

esparragos frescos (Azimi y col, 2012).

1.2.2. Cultivo, cosecha y postcosecha

Las principales regiones de cultivo de esparrago en el Perti son Lambayeque, La Libertad,
Ancash, Lima, Ica y Arequipa. En Ica y La Libertad se genera un 83% de la produccién
nacional, siendo favorable el crecimiento del esparrago verde y blanco en cada region,
respectivamente (Azimi y col, 2012). A diferencia de otras regiones mediterraneas que
presentan temperaturas muy marcadas en sus estaciones, la temperatura en la costa peruana
oscila entre 12-28 °C durante todo el afio, haciendo favorable y constante el crecimiento del

vegetal. Asimismo, la primera cosecha se puede realizar entre los 12-14 meses luego del



brote de las primeras yemas, mientras que en otros paises esperan hasta dos afios (IPEH,

2014).

En la mayoria de los casos, la cosecha del turién se realiza de manera manual para evitar
dafios en el vegetal. Para el esparrago blanco, la cosecha se realiza ni bien el turién se asoma
en la superficie del camellén (monticulo de tierra donde se cultiva), evitando asi la sintesis de
pigmentos generados por la luz solar. Por otro lado, el esparrago verde es mas sencillo de
cosechar debido a que este se encuentra sobre la tierra y se puede estandarizar una medida
determinada donde hacer el corte. Para ambos tipos de esparragos, se prefiere hacer la
cosecha lo mas temprano posible en el dia, cuando las temperaturas son bajas y hay un alto

porcentaje de humedad en el ambiente, para evitar la deshidratacion del turion.

Los turiones cosechados son colocados en cajas con un recubrimiento especial interior para
evitar los dafos fisicos y son trasladados rapidamente al almacén para su distribucion. Este
traslado debe ser lo mas rapido posible para evitar que el turion se seque y se caliente. Dentro
de estos almacenes, los turiones son lavados por inmersion y aspersion con agua que contiene
un tensoactivo neutro y entre 100-200 ppm de cloro para remover contaminantes del campo y
desinfectar los productos. Asimismo, se cortan para uniformizar el tamafio y eliminar alguna

irregularidad de la parte basal. (IPEH, 2014)

El agua utilizada en el lavado de los turiones esta por debajo de los 5°C y se establece un
limite méximo de 10 dias en los que el turién puede permanecer a 2°C. Un retraso en este
proceso de enfriamiento puede afectar directamente la calidad cuando estos ya se encuentren
en los puntos de venta (G. King y col, 1988). Del mismo modo, un exceso de dias a estas

temperaturas provoca que se marchiten o se vuelvan mas flacidos.

Debido a que los turiones son un 6rgano en crecimiento activo, presentan una tasa de
respiracion elevada (>60 mg CO2/ kg-h) que alcanza su mayor valor 24 horas después de que
el turién es cortado (Brash y col, 1995). Esto los hace muy sensibles a cambios en la
temperatura, la humedad y la atmésfera (concentracion de CO> y O2) donde se encuentran.
Estos factores pueden cambiar las propiedades quimicas del turién, ocasionando asi un

descenso en su calidad.

Para minimizar cualquier factor que pueda dafiar al turion durante su almacenamiento, se
establecen condiciones muy controladas. La humedad en el ambiente se ajusta entre 95-98%
para evitar que los turiones se deshidraten. Por otro lado, los niveles de COz son variados

dependiendo de la temperatura en la que se encuentre el ambiente (12 % para temperaturas
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entre 0 y 3 °C). Estas condiciones deben ser mantenidas tanto en el almacén como en las

unidades de transporte hacia los puntos de venta o exportacion.

1.3. Composicion quimica de los esparragos

1.3.1. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos provenientes de las plantas son metabolitos secundarios que
cumplen distintas funciones: caracteristicas de la planta (color y sabor), agentes de defensa
(ataques de animales o radiaciéon UV) o procesos reproductivos, entre otros. El esparrago
presenta una gran cantidad de compuestos bioactivos los cuales incrementan sus
caracteristicas como alimento saludable. Chitrakar y colaboradores (2019) reportan diversos
fitoquimicos como carotenoides, compuestos fenolicos (flavonoides, acidos fenolicos y
acidos hidroxicindmicos), saponinas, esteroles, oligosacaridos y antocianinas en los turiones.
Asimismo, Jiménez-Sanchez y colaboradores (2016) reportan un perfil mas extenso de los

distintos compuestos presentes en los esparragos.

El contenido de estos fitoquimicos se ve afectado por factores como la variedad de esparrago,
la parte del turién que se analiza, el método de cultivo y los procesos postcosecha como el
almacenamiento, el empacado, entre otros (Guo y col, 2020). Segun la distribucion de estos
compuestos en todo el turidén, se podria dar valor comercial a las partes no comestibles del
mismo. En un estudio realizado por Zhang y Bekhit (2019) se reporta el contenido de estos
compuestos en las partes no comestibles como los tallos cortados (subproductos) y las raices
de la planta. En la tabla 1 se muestra algunos fitoquimicos presentes en los esparragos y su
funcion beneficiosa para la salud humana. A pesar de todos los compuestos mencionados, los
principales responsables de la bioactividad del esparrago son los compuestos fendlicos

(flavonoides y acidos hidroxicinamicos) y las saponinas (Fuentes-Alventosa y col, 2013).



Tabla 1. Algunos compuestos bioactivos presentes en los esparragos y sus beneficios para la salud humana.

(Chitrakar y col, 2019)

Compuesto bioactivo Beneficio para la salud
Flavonoides totales Antioxidante
Protodioscina Anticancerigeno
Polifenoles totales, rutina, o
o . Antioxidante
vitamina C y carotenoides
Algunos compuestos
fenolicos: asparoffin C, _
) Antitumoral
asparoffin D, asparenyol,
gobicusin B y asparanin.
Antipatdgeno,
Saponinas anticancerigeno y
antioxidante

1.3.2. Contenido nutricional

El contenido nutricional del turiéon puede variar dependiendo de la calidad de la tierra en la
que este ha crecido y la edad que la planta tiene. Generalmente, los turiones frescos estan
conformados por un 92% de agua, 3.9% de carbohidratos, 2 % de proteinas, 2 % de fibra y
0.1 % de lipidos. Este contenido, como se muestra en la tabla 2, presenta ligeras variaciones
de acuerdo con la presentacion en la que se encuentra en el mercado (Siddiq and Uebersax
2018). Asimismo, Shou y colaboradores (2007) mostraron que, modificando el método de

cultivo, se pueden obtener variaciones dependiendo de la estacion en la que este se cosecha.

El contenido de nutrientes puede variar a lo largo del turién. Por ejemplo, Slatnar y
colaboradores (2018) reportan que el contenido total de azucares en la base es mayor (23 g/kg
esparrago seco) respecto al contenido en la punta del turion (16.2 g/kg esparrago seco). Del
mismo modo, las puntas presentan un mayor contenido de proteinas y aminodcidos libres
(Lill 'y col, 1990). Sin embargo, este contenido no es estable ya que conforme vaya

madurando el turidon se pueden presentar variaciones.



Tabla 2. Composicion nutricional de los turiones segln la presentacion comercial en la que se encuentran

(Siddiq and Uebersax 2018)

Nutriente (porcion . Turiones '
Turiones frescos Turiones enlatados
100 g) congelados
Agua (%) 93.22 91.82 94.32
Proteinas (g) 2.20 3.23 1.80
Grasas (g) 0.12 0.23 0.18
Carbohidratos (g) 3.88 4.10 2.47
Fibras (g) 2.10 1.9 1.0
Azucares (g) 1.88 NA NA
Vitaminas y
. 0.280 0.318 0.487
minerales (g)

1.3.2.1 Proteinas y aminoacidos

Los aminoacidos se pueden encontrar en las plantas de forma libre o formando proteinas. En
ambas formas cumplen roles importantes en diferentes procesos. Las plantas, utilizando
aminoacidos libres, sintetizan proteinas para cumplir diversas funciones vitales. Ademas, en
su forma libre, participan en diferentes procesos metabolicos (Baqir y col, 2019). En el caso
de los turiones cosechados, algunos aminoacidos libres pueden cumplir funciones de
almacenamiento, transporte, detoxificacion, entre otras. En todos estos procesos mencionados

se refleja la utilizacion del nitrogeno.

El nitrogeno cumple un rol muy importante en el desarrollo vegetal. Este elemento puede ser
obtenido del entorno de distintas maneras segun el tipo de planta y el habitat donde esta se
encuentre. Sin embargo, el proceso por el cual se obtiene la mayor cantidad de nitrégeno es la
absorcion por parte de las raices. En general, durante este proceso, el nitrogeno es absorbido
como nitrato (NO3") proveniente del suelo. Luego, el nitrato es transformado en nitrito (NO2")

y se transporta a los cloroplastos donde se transforma en amoniaco (NH3).

El amoniaco, en forma de ion amonio, en determinados niveles resulta toxico para la planta
debido a que disipa gradientes de protones del transporte electronico mitocondrial y
cloropléstico que genera energia para la incorporacion de metabolitos. Debido a esto, es

rapidamente convertido en aminoacidos, siendo el acido glutdmico y la glutamina los



primeros en formarse. A diferencia del acido glutamico, la glutamina puede ser utilizada en
una amplia variedad de reacciones metabdlicas, como se muestra en la figura 2, las cuales
permiten el transporte y la distribucion del nitrégeno para producir otros compuestos segun

sea el requerimiento (Joy, 1988).

Figura 2. Ruta de sintesis de los aminoacidos y otros compuestos nitrogenados a partir de amoniaco. A partir del
amoniaco se sintetiza glutamina (Gln). La enzima que catatliza esta reaccion es la glutamina sintetasa (A).
Luego, con la ayuda de la glutamato sintasa, se produce el glutamato (Glu,B), que luego se convirte en acido
glutdmico. Asimismo, la glutamina puede seguir otras rutas en las que puede formar otros compuesos
nitrogenados y otros aminoacidos. De igual manera, el glutamato puede utilizarse para formar otros aminoacidos

con ayuda de enzimas aminotransferasas (C) y otros productos. Imagen modificada de Joy (1988).

En condiciones Optimas de energia, existe un equilibrio entre la formacion de glutamina y de
acido glutamico (Taiz and Zeiger 2002). Por otro lado, en condiciones limitadas de energia,
la sintesis de acido glutdmico a partir de glutamina y otros posibles usos de este aminoacido
se suprimen (Reitzer, 2014). Asi, al estar limitada de procesos, la glutamina cumple la
funcion de compuesto almacenador de nitrogeno. Sin embargo, otro aminoacido que también

se utiliza para la misma funcién es la asparagina y este se sintetiza a partir de la glutamina.



La asimilacion del amoniaco para formar acido glutamico y glutamina, y la posterior sintesis

de asparagina se pueden observar en la figura 3.

NH, NH,
NADPH NADP ATP ADP
A a-cetoglutarato Glutamato Glutamina
Glutamato Glutamina
dehidrogenasa sintetasa
B Ac. aspartico + Glutamina + ATP  ——— Asparagina + Ac. glutamico + AMP + PP,

ATP: Adenosin trifosfato
ADP: Adenosin difosfato
AMP: Adenosin monofosfato
PP;: Pirofosfato

Asparagina
sintetasa

Figura 3. Vias de sintesis de la glutamina y la asparagina. En la via A se puede ver el uso de amoniaco para
formar glutamato (forma idnica del acido glutdmico) y, posteriormente, glutamina, para lo cual utiliza otra
molécula de amoniaco. En la via B se muestra la sintesis de la asparagina (compuesto almacenador de

nitrégeno) utilizando el acido aspartico y glutamina. En ambas vias se muestran las enzimas que participan.

En el caso de los turiones, la asparagina es el aminodcido mds abundante y, por ello, el mayor

sumidero de nitrogeno, proporcionando asi un depodsito movil de nitrogeno hacia los sitios de

crecimiento (Hurst y Clark 1993). Esto se puede dar particularmente cuando las plantas se

encuentran en un periodo de estrés y la cantidad de carbono es limitada (Sieciechowicz y col,

1988). Una de las razones por la cual se utiliza asparagina en lugar de glutamina como

compuesto de almacenamiento es la relacion carbono:nitrégeno. Como se puede ver en la

figura 4, la relacion en la asparagina es 4:2 mientras que en la glutamina es 5:2, lo cual

convierte a la glutamina en una mejor opcién para ser usada como sustrato respiratorio.

Adicionalmente, la asparagina posee una gran estabilidad y es el sustrato de muy pocas

reacciones enzimaticas (Lea y col, 2007).



Figura 4. Estructura molecular de la asparagina (A) y la glutamina (B). Se observa que la asparagina posee
cuatro atomos de carbono y dos de nitrogeno, mientras que la glutamina presenta cinco atomos de carbono y dos

de nitrogeno.

La asparagina se encuentra presente en turiones en un rango de concentracion de 173 hasta
219 mg/g de peso seco de esparragos frescos durante los primeros dias después de su cosecha
(Lopez y col, 1996) . El contenido de este aminoacido tiende a aumentar considerablemente
conforme pasa el tiempo desde su cosecha y tiende a acumularse en la punta de los turiones
(Hurst y Clark 1993; King y col, 1990). La acumulacion de este aminoacido se puede deber
por una respuesta bioldgica cuando la planta se encuentra bajo condiciones de estrés. En un
estudio realizado por Hurst y colaboradores (1998), se intent6 utilizar este aminoacido como
bioindicador de frescura, analizando su variacion durante un periodo de tiempo a diferentes
temperaturas. Una funcion de este aminoécido en el esparrago, y en otras hortalizas como el
brocoli, es que actia como reservorio de nitrogeno durante la senescencia, cuando el

suministro de carbohidratos se reduce (Lea y col, 2007; King y Morris, 1994).

En otros vegetales el contenido de asparagina y glutamina puede variar. Por ejemplo, en un
estudio realizado por Eppendorfer y Bille (1996) se muestra que, en frijoles y papas, la
asparagina es el aminoacido libre mas abundante mientras que en la espinaca, la col rizada y
la coliflor predomina la glutamina. Asimismo, Amarante y colaboradores (2006) compararon
la glutamina y la asparagina en el xilema de seis tipos de plantas leguminosas las cuales
fueron cultivadas en un medio simbiotico (dependencia de fijacion de nitrogeno) y no
simbidtico (dependencia en la asimilacion de nitrito). Como se muestra en la figura 5, la
asparagina es el aminoacido que predomina como agente de transporte (especialmente en las
plantas no simbioticas) en condiciones de estrés. Por otro lado, en algunos casos de plantas

simbidticas, la glutamina se encuentra en mayor proporcion.

10



Z' Homoserina

Figura 5. Contenido de asparagina, glutamina y otros aminoacidos en el xilema de seis diferentes especies de
plantas. Estas plantas fueron cultivadas bajo medio simbiotico (S), medio simbidtico mas adicién de nitrato
(S+NOs3) y medio no simbiotico (NS). Ademas, en una especie se detect6é una cantidad considerable de
homoserina, como se muestra en los recuadros que estdn marcados con lineas diagonales. Se puede observar que
en todos los casos de NS (dependencia de asimilacion de nitrato), la Asn es el aminoacido que mas se utiliza

como medio de transporte en condiciones de estrés. Imagen tomada de Amarante y colaboradores (2006)

En los turiones cosechados, la principal fuente de aminoéacidos son las proteinas. Los
esparragos verdes poseen una mayor concentracion de proteinas que los esparragos blancos,
tal como ocurre con el contenido de otros nutrientes (Hamdi y col, 2020) . Estas conforman
aproximadamente un 20 % del esparrago (peso seco) y cumplen distintas funciones dentro del
vegetal. La concentracion de estos compuestos varia conforme pasa el tiempo desde su
cosecha y, en consecuencia, durante la senescencia. Hurst y Clark (1993) reportan que,
durante los cinco primeros dias de cosecha, el contenido total de proteina en la punta de

esparragos frescos tiende a decaer en un 34 %.
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1.4. Senescencia

A diferencia de la necrosis, que es la muerte celular ocasionada por algin dafo fisico o
envenenamiento, la senescencia es un proceso degenerativo controlado genéticamente por la
misma planta. Esta se caracteriza por generar un dafio progresivo celular, degradacion de
reservas nutritivas, movilizaciéon de nutrientes y otros cambios bioquimicos (Buchanan-
Wollaston, 1997). Generalmente, este proceso es inducido por algiin factor externo como el
cambio en la temperatura ambiental o el corte de la fuente de nutrientes. Un ejemplo de un
tipo de senescencia se aprecia en las hojas de algunos arboles cuando la degradacion de la
clorofila hace cambiar el verde por un color rojizo durante el otofio. Sin embargo, existen
varios tipos de senescencia que pueden manifestarse en toda planta: hojas, frutos, tallos

(primeros brotes en plantas perennes) y otros 6érganos (Bala y col, 2018).

Durante la senescencia, la planta recupera una fraccion de nutrientes del 6rgano senescente.
Estos se obtienen a partir de la degradacion de macromoléculas como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. Los nutrientes que se obtienen son reutilizados para el crecimiento de los
siguientes brotes u otros procesos bioquimicos. Uno de los principales nutrientes reciclados
es el nitrégeno. Este es almacenado y transportado en forma de aminoacidos libres
provenientes de la degradacion de proteinas. Todos estos procesos se logran debido a una
variedad de reacciones controladas por modulacion transcripcional (Buchanan-Wollaston,

1997).

Dentro de los genes asociados al proceso de senescencia (SAG) se encuentran los que
codifican enzimas que participan en procesos catabolicos: proteasas, ribonucleasas y lipasas.
Los diferentes tipos de enzimas (hormonales, catalizadoras, entre otras) que aparecen pueden
ser utilizados como como biomarcadores del proceso de senescencia (Bala y col, 2018).
Algunos de estos genes también pueden ser expresados durante el crecimiento del turién pero
aumentan su contenido durante la senescencia (King y col, 1995). Por ejemplo, se codifica la
sintesis de la glutamina sintetasa, enzima que participa en la conversion del amonio en
glutamina para poder reutilizar el nitrogeno (Hortensteiner and Feller 2002). Asimismo,
Pageau y colaboradores (2006) analizaron la actividad de dos enzimas involucradas en la

regulacion del nitrogeno en las hojas de tabaco bajo condiciones de estrés.

Los cambios quimicos que ocurren durante la senescencia pueden ser analizados
monitoreando la aparicion de compuestos caracteristicos del periodo. Por ejemplo, el etileno

es un compuesto caracteristico en la madurez y senescencia de las plantas (Burg, 1968). Asi,
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el analisis de los biomarcadores de senescencia en los vegetales comestibles puede mejorar el
rendimiento del cultivo y las condiciones de almacenamiento (Sade y col, 2018; Woo y col,
2018). En un estudio realizado por Yang y Udvardi (2018) se discute sobre la movilizacién
del nitrégeno durante la senescencia en las hojas de pastos perennes y como alterando este
fenomeno se puede incrementar su produccidon y mejorar la resistencia al estrés. Asimismo,
en un estudio elaborado por Rabines (2012) se presenta la identificacion de compuestos

volatiles en esparragos para ser utilizados como biomarcadores de calidad.

1.4.1 Senescencia en los esparragos

Desde el momento en que se cosechan los turiones, se produce un estrés en el turion debido al
corte de nutrientes provenientes de la corona. Debido a la gran tasa de respiracion y la alta
actividad metabdlica, se producen cambios quimicos y fisicos durante su manipulacion y
almacenado (King y col, 1988). Uno de los primeros cambios que se pueden observar en el
turion es la lignificacion de la zona de corte. Este proceso esta relacionado con la biosintesis
de lignina y consiste en el endurecimiento de la zona afectada para evitar pérdidas de agua
(Liu y Jiang, 2006). Algunos precursores de la lignina son el acido p-cumdrico, el acido
cafeico y el acido ferulico, y estos varian su contenido durante la madurez del turién y segiin
la seccidén que se analiza (Rodriguez y col, 2005). La variacion en el contenido de algunos
acidos fenolicos puede ocasionar alteraciones en la textura del turion (Rodriguez-Arcos y col,

2002).

Durante su almacenamiento, los turiones aun requieren algin sustrato metabdlico para
proporcionar energia y asi mantener la integridad de sus tejidos. En busca de estos sustratos
en las condiciones limitadas de nutrientes, se desencadenan procesos catabolicos
caracteristicos de la senescencia. En consecuencia, se altera el contenido de azicares, acidos
organicos, aminoacidos, entre otros (Bhowmik y co0l,2000; Hurst y Clark, 1993; King y col,
1990). Asimismo, los algunos procesos catabolicos que se producen durante la senescencia

pueden generar compuestos dafiinos para el vegetal, como el amoniaco.

El amoniaco, generado a partir de la degradacion de proteinas, es asimilado y transformado
en glutamina o acido glutamico. Las enzimas activadas durante la senescencia catalizan este
proceso para evitar asi la intoxicacion del turion. Sin embargo, conforme avanza la madurez

del turion (senescencia tardia), se pueden suprimir ciertas rutas ocasionando que el amoniaco
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no pueda ser asimilado. Asi, un nivel elevado de amoniaco indica un periodo de senescencia

tardio en el turidén y conlleva a la muerte de éste.

Del mismo modo, la acumulacion de glutamina o asparagina como aminoacidos
almacenadores de nitrogeno en las puntas (zona de crecimiento) de los turiones es
caracteristico de la senescencia. Esta acumulacion se puede dar de manera similar en otras
hortalizas como el brocoli (King y Morris, 1994). Por otro lado, otros aminodcidos y
proteinas en esta zona también varian en contenido debido a los diferentes procesos que se

desatan en este periodo (Hurst y Clark 1993; King y col, 1993).

1.5. Andlisis del contenido de aminoacidos

Existen diversas técnicas para analizar aminoacidos en distintos tipos de muestra. Las
ventajas y limitaciones de cada una de estas técnicas dependen del tipo de muestra, la
facilidad de manipulacion, el tiempo de analisis, entre otros factores. Una de estas técnicas es

la cromatografia liquida de alta eficiencia o HPLC por sus siglas en inglés.

En muchos casos, el uso de la cromatografia liquida requiere la modificacion de los analitos
por medio de un agente derivatizante. La funcion de este agente es modificar los analitos, en
este caso los aminoacidos, con el fin de que puedan ser detectados o incluso mejorar la
separacion entre ellos. Este agente se utiliza debido a que la mayoria de los aminoacidos

carecen de absorbancia de luz UV (detector comun en HPLC).

Existen numerosos agentes de derivatizacion para aminoicidos u otros compuestos
nitrogenados. Entre ellos se pueden encontrar el o-ftadialdehido, el fenil isotiocianato, el
cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo, etc. (Li y col, 2012). Cada uno de ellos posee ventajas
y limitaciones durante su aplicacion. Uno de los agentes de derivatizacion que se utiliza es el
dietil etoximetilenmalonato (DEEMM). Una de las ventajas de derivatizar con DEEMM es
que el compuesto puede mantenerse estable por varios dias a temperatura ambiente y puede
ser analizado por medio de un detector UV. Asimismo, el proceso de derivatizacion con este
agente es facil de llevar a cabo y los reactivos utilizados no son téxicos a comparacion de
otros. En un analisis de L-canavanina y aminoacidos libres en las semillas de Vicia disperma
realizado por Megias y colaboradores (2015) se muestra lo practico y rapido que es utilizar

DEEMM como agente derivatizante. Del mismo modo, otros estudios muestran la estabilidad
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de aminoacidos derivatizados con DEEMM por un periodo largo de tiempo (Rebane and

Herodes 2010;Gémez-Alonso y col, 2007).

La derivatizacion con DEEMM puede ser utilizada para aminas primaras, aminas secundarias
y amoniaco. Sin embargo, el producto de la reaccidon con aminas secundarias presenta menos
estabilidad que el que se obtiene con aminas primarias (Gémez-Alonso y col, 2007). En la
figura 6 se muestra la reaccion completa entre un compuesto aminado y el DEEMM (a). Si la
amina que se derivatiza es una amina primaria (R o R’ = H), el producto que se obtiene es
particularmente estable debido al puente de hidrogeno que se forma entre el H de la amina y
el O del carbonilo del DEEMM. Ademas, al formarse el puente de hidrogeno, la molécula
adopta un arreglo planar facilitando las formas tautoméricas amino-imino, ocasionando asi un
incremento de fuerza en el enlace C-N (b). Por otro lado, cuando la amina que se derivatiza
es secundaria, no se forma el puente de hidrogeno lo que permite al compuesto rotar y no
tener tanta fuerza en los enlaces C-N y C-C marcados por una flecha, ¢). Un ejemplo de este
caso es en la derivatizacion de la prolina y la hidroxiprolina, y se refleja en la intensidad de la
sefial que se obtiene al momento de su deteccion y su poca estabilidad a comparacion de otros

aminoacidos.

Figura 6. Esquema de reaccion de un compuesto aminado derivatizado con DEEMM. a) reactivos y producto de
la reaccion de un compuesto aminado (primario o secundario) con DEEMM. b) Tautomeria amino-imino que se
da en el compuesto derivatizado cuando se parte de una amina primaria. ¢) Esquematizacion de la rotacion de
enlaces que se da cuando se derivatiza una amina secundaria. Imagen tomada de Goémez-Alonso y
colaboradores (2007)
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1.6. Objetivos

El objetivo del presente estudio fue analizar la variacion del contenido de un grupo de
aminoacidos involucrados directamente en el almacenamiento y transporte de nitrogeno
durante la senescencia de esparragos verdes frescos. También, como es parte del proceso de
reciclaje de nitrogeno, se determiné la variacion del contenido de proteinas y amoniaco. Los
aminoacidos que se analizaron fueron la glutamina, la asparagina, la alanina, la fenilalanina,
el acido glutamico y el acido aspartico. Con este analisis se busco establecer una relacion
entre la variacion del contenido de los aminoacidos mencionados, el amoniaco y las
proteinas. De este modo, se pudo determinar y entender los cambios bioquimicos que ocurren

en el proceso de conservacion y reciclaje del nitrégeno durante la senescencia del turion.
Los objetivos especificos de este estudio fueron:

- Adaptar y establecer el método de extraccion y andlisis de aminodcidos y amoniaco
de los turiones por cromatografia liquida de alta eficiencia con una previa

derivatizacion con DEEMM de los analitos.

- Analizar la variacién del contenido de carbono, nitrogeno, agua y proteinas como

parametros complementarios para entender la variacion de los aminoacidos.

- Analizar y correlacionar las variaciones del contenido de los diferentes analitos
durante el periodo de incubacién y establecer una posible relacion entre el contenido
de estos con alguna propiedad organoléptica del turion.

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

2.1.1. Instrumentos

Agilent Technologies (California, Estados Unidos de América)

e Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion modelo 1260 Infinity I1
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Avantor (Pensilvania, Estados Unidos de América)

e Plancha calentadora/agitadora VWR modelo standard 625

e Mezclador vortex analogico VWR mini
Bachofer (Reutlingen, Alemania)
e (Centrifuga modelo D-7410
Emerson (Misuri, Estados Unidos de América)
e Bafio de ultrasonido termostatico modelo Branson 5800
Eppendorf (Hamburgo, Alemania)
e Centrifuga modelo 5417C
Hanna Instruments (Rhode Island, Estados Unidos de América)
e Termodmetro electronico modelo EITh WP
IKA (Staufen, Alemania)
e Agitador modelo KS 130 basic
Knick Elektronische Messgeridte GmbH & Co. KG (Berlin, Alemania)

e pH-Metro modelo Calimatic 766 con cable de alimentacion y electrodo de pH/Pt 1000
SE 100(vidrio,165 mm)

LABCONCO (Misuri, Estados Unidos de América)

e Liofilizador LYPH LOCK 4.5
LECO corporation (Michigan, Estados Unidos de América)

e Analizador de carbono/ nitrégeno TruMac CN modelo 630-300-400
Pace Scientific (Carolina del Norte, Estados Unidos de América)

e Registrador de datos XR5-SE-M

e Sensor de temperatura y humedad TRH-100
ThermoFisher Scientific (California, Estados Unidos de América)
e Bloque termostatizado digital modelo Stdrd 4blck

17



ThermoSpectronic (Rochester, Estados Unidos de América)
e Espectrofotometro UV-VIS, Genesys 6.
Xylem Analytics (Nueva York, Estados Unidos de América)

e Incubadora closet WTW modelo TS 606/2

2.1.2. Materiales cromatograficos y de laboratorio

Corning (Arizona, Estados Unidos de América)
e Tubos de microcentrifuga de 15 mL
Eppendorf (Hamburgo, Alemania)

e Tubos de microcentrifuga de tapa rosca de 1.5 mL

e Tubos de microcentrifuga safe-lock de 2 mL
ISOLAB (Whertheim, Alemania)

e (Cubetas de poliestireno de 2.5-4.5 mL
Merck (Darmstadt, Alemania)

e Columna de HPLC, LiChrospher 250mm x 4,0 mm (5 um), RP-18

2.1.3 Reactivos y solventes

Los solventes utilizados fueron de grado analitico cromatografico (HPLC).
Bio-Rad (California, Estados Unidos de América)

e Dodecilsulfato sodico
JT Baker (Nueva Jersey, Estados Unidos de América)

e Acetonitrilo (ACN)
e Metanol (MeOH)
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ThermoFisher Scientific (California, Estados Unidos de América)
e Agua Purificada Tipo I, Barnstead Nanopure
Merck (Darmstadt, Alemania)

Solucién acuosa de metilamina 40%.

Sulfato de amonio

D-glucosa anhidra
Antrona

Azul brillante de Coomassie G 250

Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos de América)

e Asparagina

Alanina

Glutamina
DEEMM
Solucion de sulfato de cobre (1) 4 % (W/v)

Albumina bovina

e Solucidn de acido bicinconinico

2.2. Método de incubacion y extraccién de analitos de los turiones.

2.2.1. Incubacién de turiones y recoleccion de muestras

Los turiones fueron comprados en un mercado local en el distrito de San Isidro, Lima. Se
selecciond a un vendedor que garantizaba un producto relativamente fresco con no mas de 48
horas desde su cosecha. Los turiones son vendidos a temperatura ambiente durante el dia
(aproximadamente 21 °C) y vienen agrupados en atados de aproximadamente ocho a doce
turiones y amarrados por ligas en los extremos. Estos presentaban un calibre variado entre 8§ a
14 mm (medido a 10 cm de la punta). Para separar los turiones se cortaron las ligas que
amarran las puntas y los extremos, evitando asi dafios que pueden ser ocasionados por la

presion de la banda elastica.

Antes de introducir los turiones a la incubadora, fueron lavados y secados cuidadosamente
para evitar dafios en las puntas. Para el lavado se emple6 una solucion de 0.01 % de Tween

20 en la cual se sumergen los turiones. Luego, se les enjuagd con agua potable y agua
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destilada. Finalmente, los turiones fueron secados utilizando papel toalla absorbente. Para

esto se gird todo el turion sobre el papel y luego se pasé sobre la punta sin ejercer presion.

Una vez secos, los turiones se colocaron orientandolos de manera alternada en dos
direcciones dentro una bandeja de vidrio. La bandeja fue introducida en una incubadora
previamente acondicionada a 21 °C, con luz blanca constante de una lampara LED (101
umol/m?s), una esponja hiimeda en una bandeja de plastico (>70% RH) y un flujo de aire
constante de aproximadamente 900 mL/min generado por una bomba de acuario. La
incubadora poseia un volumen de aproximadamente 180 L. Asimismo, se ubicé en la parte
superior de la incubadora y justo por encima de los turiones un sensor de humedad y
temperatura. La temperatura y la humedad de la incubadora fue registrada cada 5 segundos

durante todo el periodo de incubacioén (figura 7).

Figura 7. Vista del interior de la incubadora con turiones. En la rejilla superior se encuentran los turiones
depositados en una fuente de vidrio esterilizada. La rejilla inferior contiene una esponja en una fuente con agua.
La entrada de la manguera de la bomba de aire se encuentra en la parte superior derecha. Esta se extiende hasta

la parte inferior (base) de la incubadora donde inyecta el aire. El sensor, al igual que el foco, se encuentra

pegado al techo de la incubadora y suspendido arriba de la fuente que contiene los turiones.
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Los turiones fueron incubados durante siete dias y de manera diaria se recolectaron nueve
turiones de forma aleatoria. La recoleccion se realizd todos los dias a la misma hora. El
primer dia de recoleccion es el dia 0 (dia en el que se introducen los turiones a la incubadora)
y los siguientes dias seran dia 1, dia 2, dia 3... asi hasta dia 7. El dia 6 no se recolectd
muestra, por lo que en total se tienen siete dias de recoleccion. Los turiones se agruparon en
tres grupos de tres cada uno; si uno de ellos presentaba algiin dafio fisico cerca a la punta, se
le descartaba y se tomaba otro. Los dafos fisicos consisten en cortes provocados en la
cosecha, cortes por el proceso de lavado o presentar cierto grado de oscurecimiento
(crecimiento de hongos). Todo este proceso se repitid por cuatro semanas con diferentes lotes

de esparragos de la misma procedencia.

2.2.2. Método de extraccion de aminoacidos y amoniaco.

Se selecciond el solvente de extraccion basado en el método realizado por Linares y
colaboradores (2007). Se midié 25 mL de HC1 0.1 M y se vertié parte del contenido en un
mortero. Se tomd un grupo de tres turiones y se cortaron las puntas de cada uno. La incision
se realizd a los 5 cm medidos desde la cabeza del turion. Las puntas cortadas fueron pesadas
y trasladadas rapidamente al mortero con HCI. Se realizé la molienda hasta observar que no
quedaron pedazos grandes del turion y la mezcla fuera lo mas homogénea posible. El extracto
fue vertido en un tubo de vidrio y se enjuagd el mortero con lo restante del HCI. Se afadio
350uL de una solucién de cloruro de metilamonio 100 mM como estandar interno y se tapo.
Este proceso se repitio con los otros dos grupos de turiones para el mismo dia de recoleccion.

La recoleccion y la extraccion se realizaron el mismo dia.

Los tubos de vidrio, que contenian los extractos, se colocaron sobre una plancha agitadora
orbital de forma horizontal y se agitaron durante 30 minutos a una velocidad de 720 rpm a
temperatura ambiente. Luego, parte de la fase acuosa del extracto se decantd en un tubo
Falcon de 15 mL y se centrifugd a 2000 x g durante 10 minutos. Se recolectd
aproximadamente 2 mL de la fase acuosa en un microtubo de centrifuga y se guard6 en

ausencia de oxigeno a 4°C hasta el dia de su analisis.

2.2.3. Derivatizacion de compuestos nitrogenados utilizando DEEMM

Se realizé una adaptacion al método utilizado por Redruello y colaboradores (2013). Se
retiraron del refrigerador todos los extractos de los turiones recolectados durante la semana

de extraccion. Luego, se realizé una dilucion 1:50 con los extractos, para lo que se tomd 10
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puL de la muestra y se agregé 490 uLL de HCI 0.1 M. Después, se mezcldé 100 pL de cada
muestra diluida con 175 pL de buffer borato de sodio 1 M (pH 9), 75 uL de metanol y 3 pL
de DEEMM en un tubo de microcentrifuga con tapa rosca de 1.5 mL. La mezcla se agitd por
cinco segundos en un vortex y luego se colocd en un bafio de ultrasonido a 30 °C por 45
minutos. Después, para eliminar el exceso de DEEMM, se calent6 a 70 °C en un bloque
termostatizado por dos horas. Finalmente, se centrifugaron los tubos a 14000 x g y se traslado

parte del sobrenadante a un vial con inserto para posteriormente ser analizado por HPLC.

2.2.4. Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Para el analisis de las muestras, se adaptéd el método de analisis de Redruello y colaboradores
(2013). Esta adaptacion se realizd para poder determinar solo los compuestos de interés:
asparagina, glutamina, fenilalanina, alanina, acido aspartico, acido glutdmico y amoniaco.
Para el andlisis de acido aspartico y acido glutdmico se ajusté el pH del buffer de la fase
movil a 6. Un dia previo a cada analisis, se lavo la columna utilizada con un flujo de 0.2

mL/min de isopropanol por 24 horas.

Para el analisis, se utilizd un cromatégrafo Agilent 1260, infinity II. En este equipo se instald
una columna LiChrospher 100 RP-18 de 250 mm x 4,0 mm (5 um) y se establecio la
temperatura de separacion a 40 °C. El volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 uL y se
utilizd un flujo de separacion de 1 mL/min. Asimismo, se analizd la muestra después de la
separacion a 280 nm. Los solventes utilizados en la fase movil fueron buffer acetato de sodio
25 mM, pH 4.15 (solvente A), y una mezcla de acetonitrilo/metanol 4:1 (solvente B). El

gradiente de separacion utilizado se puede ver en la tabla 3.
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Tabla 3: Gradientes de solventes de la fase movil para la separacion de analitos por HPLC.

Tiempo Solvente A Solvente B

(min) (%) (%)
0 90 10
90 10

4 88 12

5 88 12
10 80 20
15 70 30
19 70 30
21 40 60
25 40 60
29 90 10
34 90 10

2.3. Variacion de peso seco de esparragos durante la semana de incubacién

Se determind la perdida de agua en las puntas de los turiones durante la semana de
incubacion. Para ello, se incubaron turiones siguiendo la seccion 2.2.1 y se tomaron muestras
solo los dias 0, 4 y 7. Se cortd 5 cm de las puntas de los turiones recolectados y se colocaron
en placas Petri, que luego fueron introducidas en un horno a 70 °C. Antes de esto, se registrd
el peso de las puntas (peso fresco). Luego de 24 horas, se retiraron las placas del horno, se
enfriaron en un desecador por 10 minutos y se pesaron. Se determiné la diferencia de peso de
las puntas antes y después del tratamiento térmico, con lo que se establecio el porcentaje de
agua perdida y el porcentaje del peso seco de los esparragos para ciertos dias de la
incubacion. Este proceso se realizo por triplicado con tres muestras de tres puntas cada una.
Con la variacion de peso seco, se realizd una curva con la que se corrigio el peso fresco de los
turiones al momento de cuantificar los analitos durante toda la semana (umol/ g esparrago

seco).
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2.4. Cuantificacion de analitos

Para el andlisis de los compuestos de interés se prepard una solucion madre a partir de
soluciones estandar de asparagina, glutamina, amoniaco, fenilalanina, acido aspartico, acido
glutamico y alanina. Las soluciones estandar de aminoacidos y amoniaco fueron preparadas
en fiolas de 10 mL con una concentracion de 25 mM cada una. En el caso de los aminoacidos
se emplearon estandares puros de cada uno y en el caso del amoniaco se utilizd una sal de

sulfato de amonio.

En un tubo de microcentrifuga de 2 mL se mezclaron las soluciones estandar preparadas
previamente y se adicion6 HCI 0.1M para obtener 1 mL de una solucion cuya concentracion
era 1 mM para cada analito. A partir de esta solucion se tomaron 500 puL y se diluyeron con
500 puL de HCI1 0.1 M. Esta dilucion se agitdé en un vortex por unos 10 segundos y se repitio
el proceso hasta llegar a ocho diluciones. Desde la disolucion 1 hasta la 7 se le afiadi6 2.5 L
de la solucion de cloruro de metilamonio 6.93 mM. Asi, la cantidad de moles agregados de
metilamonio a cada solucion estandar fue la misma que se agregd a cada muestra antes de la

extraccion. Todo el proceso descrito se realizo por triplicado.

Todas las soluciones de estandares fueron derivatizadas y analizadas por el método descrito
en la seccion 2.2.3 y 2.2.4, y se obtuvo asi una relacion entre el area de las senales y la
concentracion de cada analito. Con estos datos se construyd una curva de calibracion y se
establecieron los limites de cuantificacién y deteccion para el analisis. Los valores de las
areas de los analitos, obtenidos en los cromatogramas de los extractos, fueron procesados con
dichas curvas para poder determinar su concentracion. Asimismo, se reportd el contenido de
cada analito al peso (g) de esparragos secos (peso corregido con la curva previamente

obtenida).

2.5. Determinacion del contenido de carbono y de nitrégeno

Se determind la variacién del contenido (%) de carbono y de nitrogeno durante toda la
semana de incubacion. Para ello, se recolectaron puntas de esparragos cada dia durante una
semana siguiendo el método descrito en la seccion 2.2.1. Las puntas fueron congeladas con
nitrogeno liquido y liofilizadas durante una semana. Luego, fueron molidas y guardadas en

bolsas impermeables dentro de un desecador hasta el dia de su analisis.
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Para el andlisis se utilizo6 un analizador de nitrogeno/carbono Leco TruMac CN el cual
determinaba el contenido de estos analitos de manera automdtica con un método
predeterminado. Se mezcl6 0.1 g de muestra la muestra de esparrago molida y liofilizada con
0.2 g de EDTA en crisoles ceramicos. Estos crisoles se introdujeron en el analizador. Este

proceso se realizé por triplicado para cada dia de incubacion.

2.6. Determinacion de proteinas

Para el andlisis de proteinas totales y solubles se utilizaron las muestras liofilizadas en la
seccion 2.5. Se report6 la variacion del contenido de ambos tipos de proteinas en relacion con

el peso liofilizado del esparrago para cada dia del periodo de incubacion.

2.6.1. Contenido de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales se adapt6 el método utilizado por Hurst y Clark (1993).
En microtubos de centrifuga de 2 mL con tapa rosca se pesd 10 mg de esparragos liofilizados
y molidos de cada dia de incubacion. A cada uno de los tubos se le anadié 1.5 mL de una
solucién de NaOH 0.1M que contenia 1 % de dodecilsulfato sddico. Luego, las mezclas se
agitaron por 10 segundos en un vortex y se calentaron por 30 minutos a 80°C en un bloque
termostatizado. Una vez terminada la extraccion, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
se centrifugaron a 3000 x g por 5 minutos. Se tomd 100 puL. de cada sobrenadante y se diluy6
con 500 pL del solvente de extraccion. Este proceso se realizo por triplicado para cada dia de

incubacidn.

El contenido de proteinas totales de cada muestra diluida se determiné con un método
colorimétrico el cual utiliza una solucién de 4cido bicinconinico (BCA) (Stoscheck, 1990).
Para el analisis, primero se mezclo la solucion de BCA con una solucion de sulfato de cobre
4% hasta obtener una relacion de 50:1 respectivamente. A 2 mL de esta nueva solucion se le
agregd 100 pL de muestra diluida y se agitd por 5 segundos en un vortex. Luego, se incubo
por 15 minutos a 60°C en un bloque termostatizado. Finalmente, las muestras se enfriaron a
temperatura ambiente y se traspasaron a cubetas de poliestireno. Las cubetas se introdujeron
en un espectrofotometro y se midid su absorbancia a 562 nm. Para la estimacion del

contenido de proteinas se utiliz6 un estandar de albumina sérica bovina.
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Debido a que este método puede tener sobreestimaciones con azucares reductores, se tuvo
que hacer una correccion determinando el contenido de estas en el extracto. Para esto, se
adapté un método colorimétrico el cual utiliza una soluciébn de antrona (Hansen y
Mpller,1975). Esta solucion se prepard disolviendo 200 mg de antrona en 100 mL de H2SO4
72%. En un tubo de ensayo se mezcld6 3 mL de solucion de antrona fria (4°C
aproximadamente) con 200 pL de la muestra del extracto sin diluir. Luego, esta mezcla se
agitdo por 15 segundos en un vortex y se calentd por 10 minutos a 100°C en un bloque
termostatizado. Finalmente, se transfiri6 el contenido a cubetas de poliestireno para luego
medir su absorbancia en un espectrofotometro a 630 nm. Para cuantificar se utilizdé un

estandar de D-glucosa anhidra.

2.6.2. Contenido de proteinas solubles

En microtubos de centrifuga de 2 mL con tapa rosca se pesd 10 mg de esparragos liofilizados
y molidos de cada dia de incubacion. A cada tubo se le anadi6 1.5 mL de buffer Tris-HCl
25mM pH 8 que contenia 10 % de glicerina y 0.07% de B-mercaptoetanol adaptando un
método de extraccion realizado por Yadav y colaboradores (2020). Luego, la mezcla se agitod
de manera orbital por 30 minutos a 4°C en una plancha agitadora que se coloco dentro de una
incubadora. Finalmente, los tubos fueron centrifugados a 4°C por 5 minutos a 3000 x g y
analizados por el método colorimétrico de Bradford (1976). Este proceso se realizd por

triplicado para cada dia de incubacion.

Para el analisis de proteinas se mezclé 2 mL de reactivo Bradford previamente filtrado con
100uL del sobrenadante del extracto. La mezcla se agitd por 5 segundos en un vortex y se
transfirid a cubetas de poliestireno. Las cubetas con las muestras se depositaron en un
espectrofotometro y se midid la absorbancia a 595 nm. Para la estimacion de la concentracion

se utilizé un estdndar de albumina sérica bovina (BSA).

2.7. Variacion de algunas propiedades organolépticas

Se registraron algunos cambios en la apariencia de los turiones durante toda la semana de
incubacion. Como no todos los turiones presentaban cambios de manera homogénea, se

utilizé un solo turién (el que mejor condicion presentaba) para observar estos cambios. Se
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registrd una foto de la punta del turion por cada dia de la semana. Ademas, se le midi6 el
calibre a una distancia de 8 cm desde la punta utilizando un vernier. Factores como la
flacidez y el olor también fueron registrados de manera manual y se compararon con otros

turiones de la incubadora.

3. Resultados

3.1. Variacion de la temperatura y la humedad durante la incubacion

La camara en la que se incubaron los turiones (figura 7) fue encendida dos dias antes de
introducir los turiones con las condiciones previamente establecidas. Debido a que los
turiones son susceptibles a muchos factores del entorno donde se encuentran, se registro la
temperatura y humedad durante la incubaciéon. De esta manera, se asegurd que las

condiciones dentro de la incubadora fueran similares a lo largo de todo el estudio.

Como se puede ver en la figura 8, la humedad relativa se mantuvo entre 75 y 80 % durante el
periodo de incubacion. El valor maximo se observo en el primer dia y puede ser causado por
el mayor porcentaje de agua que presentan los turiones debido al lavado previo. Este valor
decreci6 conforme transcurrid la semana de incubacién. Por otro lado, la temperatura no tuvo
cambios significativos durante este periodo. En la figura 9 se muestra la variacion de la
temperatura de incubacion durante los 7 dias de experimento. Este valor se mantuvo sin

cambios significativos entre 20.3 °Cy 20.5 °C.
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Figura 8. Variacion promedio de la humedad relativa dentro de la incubadora. Para la medicion de cada dia, se

registr6 la humedad cada 5 minutos por 24 horas. Asimismo, se grafica el error estdndar para cada punto (n=9).
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Figura 9. Variacion promedio de la temperatura dentro de la incubadora. Para la medicion de cada dia, se

registrd la temperatura cada 5 minutos por 24 horas. Asimismo, se grafica el error estindar para cada punto
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(n=9).
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3.2. Curva de calibracion, limites de deteccion y limites de cuantificacion para el
analisis por HPLC

Para obtener las curvas de calibracion, primero se determind la relacion entre las areas
resultantes de cada analito y el area del estandar interno en cada solucion estandar. De la
misma manera, se relacion6 la cantidad de moles inyectados de cada analito con la cantidad
de moles inyectados del estandar interno. Finalmente, ambas relaciones se graficaron y asi se
logré construir la curva de calibracion para cada analito. Este proceso se realizd por

triplicado.

El coeficiente de determinacion, el rango linear de las curvas de calibracion, el limite de
deteccion y el limite de cuantificacion se muestran en la tabla 4. Para determinar el limite de
deteccion y el limite de cuantificacion se multiplico por 3 y 10, respectivamente, la relacion
sefial/ruido (S/N) del promedio de cinco blancos en cada tiempo de retencion de los analitos.
El rango linear, en el cual se pudieron cuantificar los analitos, fue establecido por medio de
diez diluciones que se realizaron para obtener las curvas de calibracion de cada analito. En el

caso del acido aspartico y acido glutdmico fueron siete diluciones.

Tabla 4. Variables de las curvas de calibracion (rango linear y coeficiente de determinacion linear), limites de

deteccion y cuantificacion de cada analito.

Limite de Limite de
Rango lineal
R? deteccion cuantificacion
(umol/L)

(umol /L) (umol /L)
Asparagina 0.9995 0.93 -948.70 0.0015 0.0050
Glutamina 0.9998 0.98 — 1004.50 0.0024 0.0079
Alanina 0.9997 0.39 —792.00 0.0011 0.0037
Fenilalanina 0.9999 1.00 - 125.6 0.0012 0.0041
Acido 0.9991 8.123-259.94 0.0035 0.0132
aspartico
Acido 0.9994 7.86-251.48 0.0031 0.0102
glutdmico
Amoniaco 0.9996 1.93 —989.30 0.0027 0.0090
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3.3. Variacion de peso seco de las puntas de esparragos

Con el fin de expresar los resultados en relacion con el peso seco del turion, se determind la
cantidad de agua que pierden las puntas. Como el contenido de agua que estas poseen varia
conforme transcurren los dias, se realizaron secados de tres dias dentro del periodo de
incubacion (dia de inicio, dia intermedio y dia final). Asi, se determind la variacion del

contenido de agua que poseen las puntas.

Para establecer el tiempo Optimo de secado se analiz6 la variaciéon de peso después de
tiempos determinados de exposicion a 70 °C. Luego de 24 horas de exposicion y las
siguientes 4 horas (28 horas) no se detectd variacion del peso seco en ninguna de las

repeticiones, por lo que se establecio 24 horas de tiempo de secado a 70°C.

Siguiendo las condiciones descritas, se determiné el porcentaje de peso seco para los tres dias
de la incubacion descritos anteriormente. Con estos datos, se grafico una curva de variacion
del peso seco y se determind su ecuacion. Siguiendo la ecuacion, se corrigieron los pesos

huimedos de las puntas para cada dia del periodo de incubacion.

Se puede observar en la figura 10 que la variacién del porcentaje de peso seco va desde
10.49% hasta 23.14 %. Esto quiere decir que el porcentaje de agua, que es el complemento
del peso seco, que contienen las puntas durante el periodo de incubacion disminuye en

aproximadamente 13 %.
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Figura 10. Variacion porcentual de peso seco en puntas de esparragos. El analisis se realizé en tres dias durante

una semana. Se grafica el error estandar para cada punto (n=9).

3.4. ldentificacion y variacion de amino&cidos y amoniaco

Por medio de los tiempos de retencion de los estdndares analizados previamente, se pudo
identificar los analitos en las muestras de esparragos. Como se puede ver en la figura 11, la
asparagina posee un tiempo de retencion de 7.2 min, la glutamina de 8.1 min, la alanina de
13.4min, la fenilalanina de 21.5 min y el amoniaco de 17.3 min. Asimismo, se muestra el

estandar interno (metilamina) que eluy6 a 21.1 min.

Por otro lado, para la determinacion de &cido aspartico y acido glutamico se modifico el pH
del solvente A de la fase movil. El pH se ajustd a 6 con hidroxido de sodio y fue el unico
cambio que se realiz6. Los tiempos de retencion para el dcido aspartico y 4cido glutdmico

fueron de 2.85 y 3.44 minutos respectivamente.
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Figura 11. Parte del cromatograma de la separacion de los analitos por HPLC. Las sefiales de los analitos:
asparagina (7.2 min), glutamina (8,1 min), alanina (13.4 min) y amoniaco (17.3 min). También, se muestra la
sefial del estandar interno (21.1 min), que para este experimento fue la metilamina.

Se utilizd6 metilamina como estandar interno para poder cuantificar los analitos de interés.
Para la seleccion de este compuesto se tuvo en cuenta que tenia que ser capaz de reaccionar
con el DEEMM, separarse bien con el método de analisis y no estar presente en el esparrago.
Para ello, se tuvieron que realizar pruebas cualitativas con distintos compuestos nitrogenados.
Las pruebas que se realizaron consistieron en comparar una muestra de extracto de esparrago
con una muestra de extracto a la que se anadi6 el compuesto nitrogenado. En la figura 12 se
muestra la comparacion de la muestra de extracto sin adicion de metilamina (azul) con la
misma muestra a la que se afiadié metilamina (rojo). Asi, se llego a seleccionar la metilamina
como estandar interno. Este compuesto no se superponia con ninguna sefal en el método

establecido de separacion y no estaba presente en el extracto de esparrago.
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Figura 12. Superposicion de sefiales de absorbancia de la metilamina en dos muestras de
esparragos. Una muestra presenta adicion de metilamina (linea roja) mientras que otra muestra
no presenta modificacion (linea azul). Se observa que la metilamina es detectable y no esta
presente en el esparrago, por lo que no se observa sefial en la linea azul.

Con las areas respectivas de cada analito y las curvas de calibracion realizadas previamente,
se determino la concentracion de los aminoacidos de interés para todos los dias del periodo
de incubacion. El valor de concentracion fue expresado como pmol de analito sobre gramo de
esparrago seco (umol/g esparrago). Como se realizaron cuatro semanas de incubaciones, se
determind y se grafico la variacion del promedio diario obtenido por cada semana. Asimismo,

se agrego el valor del error estdndar para cada dia.

Entre los analitos, el que presentd la mayor concentracion fue la asparagina. En la tabla 5, se
reportan los valores maximos y minimos de todos los analitos cuantificados durante la
incubacion. Dentro de estos rangos de valores, la concentracion de analitos puede variar
dependiendo del dia de incubacidn en que se tom¢ la muestra. Asimismo, todos los valores de
concentracion (valor minimo y maximo) obtenidos de los cuatro analitos se encontraron

dentro del rango linear de su respectiva curva de calibracion.
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Tabla 5. Valores maximos y minimos de todos los analitos cuantificados durante la semana de incubacion.

Aminoécido Valor minimo (umol/g) Valor maximo (pmol/g)
Asparagina 344.47 + 60.48 776.39 + 103.00
Glutamina 21.27+1.76 135.82 +17.61
Amoniaco 15.53 £2.99 76.70 +24.27

Fenilalanina 13.29+2.22 25.49 +£3.32

Alanina 9.98 £1.55 19.51 £ 1.54
Acido aspértico 27.39 + 1.60 42.14 +£2.93
Acido glutdmico 19.84 + 1.53 50.76 + 76

En el caso de la asparagina, la concentracion inicial que se obtuvo (dia 0) fue de 344.47
pmol/g de esparrago. Este valor, después de siete dias de incubacion, se incremento hasta casi
el doble, llegando a un valor de 776.39 pmol/g de esparrago. A pesar de que tuvo tendencia a
aumentar durante el periodo de incubacion, el incremento de su contenido por dia no fue
constante. Se puede observar en la figura 13 que desde el dia O hasta el dia 3, la
concentracion de asparagina alcanzé un valor de aproximadamente 600 pumol/g y luego no
presentd cambios significativos hasta el dia 5. Por ultimo, en los dos Gltimos dias se presentd

el mayor incremento hasta alcanzar su valor maximo.

La glutamina, como se puede ver en la figura 13, presentd un aumento de concentracion de
casi el doble desde el dia 0 hasta el dia 4. La concentracion entre estos dias aument6 desde
21.27 hasta 49.88 umol/g de esparrago. Sin embargo, luego del dia 4, la tasa de acumulacion
se hizo mayor y la glutamina alcanzo6 su valor maximo de 135.82 pmol/g de esparrago en el
dia 7. Este analito fue el que presentd mayor tasa de incremento durante la semana de
incubacion. Asi, el ultimo dia, el contenido inicial alcanz6 hasta un poco més de seis veces su

valor.

La alanina fue el analito que present el menor contenido y variacién en comparacion con los
otros aminodcidos analizados. El contenido de alanina se mantuvo entre un rango de 10 a 20
pmol/g de esparrago durante toda la semana de incubacion. En la figura 13 se puede ver que
en los primeros dias, desde el dia 0 hasta el dia 2, tendi6 a acumularse hasta llegar a su valor
maximo de 19.51 pmol/g de esparrago. Luego, su contenido se redujo hasta llegar a su valor
minimo de 9.98 pmol/g de esparrago, el cual fue menor que el contenido inicial

(13.4827umol/g de esparrago).
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El contenido de fenilalanina aument6 los dos primeros dias de incubacion y luego se mantuvo
sin cambios significativos hasta el ultimo dia del periodo de incubacion. Como se puede ver
en la figura 13, la fenilalanina presentd su menor valor el dia 0 (13.2908 pmol/g) y luego

aumentd hasta aproximadamente 24 umol/g, en donde se mantuvo hasta el dia 7.

El 4cido aspartico se acumuld hasta el dia 3 como se puede ver en la figura 13. El aumento
del contenido hasta el dia 3 fue de un 50 % aproximadamente con respecto a su valor inicial
(27.39£1.60). Luego, entre los dias 3 y 5 el contenido no presenté cambios significativos.
Finalmente, el contenido se redujo de manera rapida hasta el dia 7, donde alcanz6 un valor

similar al inicial (dia 0).

Por ultimo, el contenido de 4cido glutdmico presentd una tendencia decreciente durante todo
el periodo de incubacién como se puede ver en la figura 13. Su mayor valor fue en el dia 1, el
cual fue similar al valor del dia 0, y su menor valor fue alcanzado en el dia 7. A pesar de la
tendencia clara en la variacion de su contenido, el dia 3 presentd un ligero aumento para
luego decaer de manera irregular hasta el dia 7. Del dia 5 al dia 7 la disminucion fue rapida,

de casi un 50 %.
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Figura 13. Variacion de la concentracion (umol/g) de aminoacidos en puntas de esparragos. Para cada
medicion se tomo el promedio de cuatro extracciones de cuatro semanas diferentes. Cada extraccion fue
realizada a tres grupos de turiones cada dia durante 7 dias. Se grafica tambien el error estandar de las cuatro
extracciones (n=12).

El amoniaco, de manera similar a la glutamina y a la asparagina, present6 el mayor valor el
ultimo dia de incubacion. En la figura 14 se aprecia que el contenido desde el dia 0 hasta el
dia 4 presenté un aumento que va desde 15.53 hasta 23.01 umol/g de esparrago. Sin embargo,
luego del dia 4 y de manera similar que el contenido de glutamina, el contenido de amoniaco

se incrementd de manera acelerada hasta alcanzar su valor maximo de 76.70 umol/g de
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esparrago el dia 7. Este valor es casi cuatro veces mas que el valor del dia 4. Ademas, del dia

2 al dia 3 de incubacidn, el contenido de amoniaco aumento en un 40 %.
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Figura 14. Variacion de la concentracion de amoniaco en puntas de esparragos. Para cada
medicion se tomo el promedio de cuatro extracciones de cuatro semanas diferentes. Cada
extraccion fue realizada a tres grupos de turiones cada dia durante siete dias. Se grafica tambien el
error estandar de las cuatro extracciones (n=12).

Todos los valores del contenido de los analitos se pueden observar en la tabla 6. Con estos
datos se puede observar mejor el porcentaje de variacion entre los dias del periodo de
incubacion. Asimismo, se muestra el error estdndar de la medicion de cada dia para cada
analito. Con estos valores se pudieron hacer célculos posteriores para la determinacion del

contenido de nitrogeno.
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Tabla 6. Concentracion promedio (umol/g) y error estandar de aminoacidos y amoniaco durante siete dias de

incubacion.

Analito Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia7
Asn 3445+605 | 4724+592 | 539.2+152 | 587.5+550 | 584.9+63.6 | 589.5+67.5 | 776.4+103.0
GIn 213+1.8 31.4+7.0 438+46 499+85 58.4+9.9 84.7+16.0 135.8+17.6
Ala 135+ 1.6 17.9£1.2 19.5+ 1.7 16.1+ 1.3 13.4+ 0. 11.9+1.4 100 £1.5
Phe 133+22 19.2+1.7 230+14 242+42 237+42 237+39 255+3.3
Asp 274+16 325+2.0 348+1.8 421+29 39.2+38 41421 288+2.1
Glu 48.0+2.7 50.8+1.7 39.00 + 1.4 466+19 349+1.2 359+1.3 19.8+15
NHs 15.5+3.0 17.3+38 18.8+3.7 26.6+6.8 23.0+4.7 417473 96.0 +20.3

3.5. Contenido de proteina totales y solubles

El contenido de proteinas totales y solubles disminuy6 conforme transcurren los dias de la
semana de incubacion. Este contenido es expresado en mg de proteina por g de esparrago
seco (liofilizado). La disminucion del contenido de proteinas totales fue continua a lo largo
de todo el periodo de incubacion y fue de la mano con el cambio en el contenido de proteinas
solubles. Sin embargo, como se puede ver en la figura 15, las proteinas totales presentan una
tasa de reduccion lenta los primeros 3 dias (0-2); mientras que, en este mismo periodo, las
proteinas solubles se redujeron de manera mas acelerada. En general, para toda la semana de

incubacion, las proteinas totales disminuyeron un 36 % y las solubles un 43 %.
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Figura 15. Variacion del contenido de proteinas totales (A) y proteinas solubles (B) en puntas de
esparragos. Se muestra el error estandar para cada dia de analisis (n=9).

3.6. Propiedades organolépticas en los turiones

Durante los primeros dias de incubacion (dia 0 y 1) no hubo cambios notorios en la
apariencia del turién. En el dia 2, se percibieron cambios ligeros como arrugas debajo de la
punta; ademas, el calibre del turién disminuyé 0.26 mm y se presentd un ligero olor
desagradable. A partir del dia 3, los cambios mencionados en el dia 2 se hicieron mucho mas
notorios. Las puntas de los turiones perdieron turgencia mientras que en la parte inferior
aumenta la rigidez por el proceso de lignificacion. Desde el dia 2 hasta el dia 4 no se

observaron cambios significativos en el calibre.

Luego del cuarto dia de incubacion los cambios relacionados a la pérdida de frescura se
hicieron claros. Del dia 4 hasta el dia 7 el calibre del turién se redujo considerablemente (casi
1.5 mm). Ademas, el color de la punta se hizo mas oscuro, aparecieron mas arrugas y se
volvié flacido en algunas zonas. Para el ultimo dia de incubacion (dia 7) las hojas escamosas
del turion se marchitaron y dieron apariencia de sequedad a éste. También, el olor que

aparecio entre el dia 2 y 3 en otros turiones, se hizo mas intenso. Los cambios de apariencia y
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turiones, los ultimos dias presentaron crecimiento de hongos y decoloracion.

DO D1 D2 D3
11.02 11.00 10.74 10.73

D4 D5 D7
10.71 9.71 8.82

Figura 16. Fotografia de la parte superior de un turién a lo largo de 1 semana. Cada numero representa

el dia del periodo de incubacion en que se tomo la foto. Las fotos fueron tomadas a escala manteniendo

la misma posicion del turion. También, se midi6 el calibre (mm) del turion a los 8 cm medidos desde la
punta. Este valor se encuentra debajo del dia.

la variacioén del calibre (mm) se pueden observar en la figura 16. Asimismo, en algunos
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3.7. Determinacion del contenido de carbono y nitrégeno

Con los valores obtenidos del contenido (%) de carbono y nitrogeno para cada dia, se
grafico su variacion durante toda la semana de incubacion. Asimismo, se determino el valor
del error estandar para cada muestra (n=9). Como se puede ver en la figura 17, el contenido
de carbono (A) se redujo en el transcurso de la semana de manera continua. Dentro de este
periodo, se observo una tendencia sigmoidal, siendo el dia 7 el dia con menor contenido de
carbono. El contenido de carbono en este dia fue 2.7 % menos que el contenido del dia 0.
Por otro lado, el contenido de nitrégeno (B) aument6 ligeramente durante el periodo de
incubacion. El dia 7 el contenido fue 0.8% mayor que el dia 0. A pesar de que la variacion
del contenido en el transcurso del dia 2 al dia 3 presentd una irregularidad, esta no es
significativa. En otras palabras, a pesar de que se estim6 una tendencia lineal creciente, se

podria decir que el contenido de nitrogeno se mantuvo constante.

También, con los valores mencionados anteriormente, se determind la relacion
carbono:nitrogeno (C:N) para cada dia del periodo de incubacion. De este modo, se pudo
graficar la tendencia que esta relacion sigue (figura 17-C). Esta tendencia se redujo de
forma exponencial y se debe principalmente a la disminucion del contenido de carbono.
Asimismo, este descenso se ve afectado de manera ligera por el aumento en el contenido de

nitrégeno conforme transcurre la semana.
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Figura 17.Variacion del contenido de carbono (A), nitrogeno (B) y relacion C/N (C) durante
una semana de incubacion. Se grafico las barras de error estandar (n=9).

Adicionalmente, con el contenido de aminoacidos (tabla 6) y de proteinas, se calcul6d la
variacion de nitrégeno. Para el caso de los aminodcidos, se convirtid su contenido en
contenido de nitrogeno segln los dtomos de nitrogeno que presentaban en su estructura. Por
otro lado, en el caso del contenido de proteinas, se dividid su valor entre 6.25. De esta forma,
se determino la variacion del contenido total de nitrogeno para toda la semana de incubacion.
En la tabla 7 se puede observar que el nitrogeno proveniente de aminoacidos y amoniaco

aument6 en  16.16 mg, mientras que el que proviene de las proteinas se redujo 23.06 mg.
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mg sobre gramos de esparragos secos.

Tabla 7. Variacion de contenido de nitrégeno durante toda la semana de incubacion. Este valor es expresado en

Variacién después
dia 0 (mg N /g) dia 7 (mg N /g) de la semana
(mg N /g)
Aminoacidos y 11.9+19 2806+3.79 || 16.16=5.69
amoniaco
Proteinas totales 64 +2.26 40.94 + 1.91 l 23.06+4.17

4. Discusion de resultados

4.1. Incubacion de turiones

Para controlar que no se acelere la madurez de los turiones por algin factor ambiental se
monitorearon los parametros de humedad y temperatura de la incubadora. También, la luz se
mantuvo constante durante toda la incubacion de los turiones. Este factor no influye en el
metabolismo de nitrogeno durante los primeros dias de senescencia (Hurst y col, 1993). La
temperatura, la cual es uno de los pardmetros que mas influyen en la madurez vegetal (Lipton
1990), se mantuvo constante durante toda la semana (figura 9). Por otro lado, la humedad
relativa promedio present6 una ligera reduccion durante la semana de incubacion (figura 8).
Esta desde 79.78 % registrado el primer dia, hasta 75.43% registrado el ultimo dia de

incubacidn.

Esta pérdida de agua en la atmodsfera de incubacion no se consider6 significativa como para
provocar algin tipo de deshidratacion en los turiones. La razon principal por la que se
presentd un mayor contenido de agua los primeros dias es por los residuos de agua del
lavado. Asimismo, para evitar que el flujo de aire que se instalo en la incubadora y el sistema
de reflujo que esta posee seque la atmosfera de incubacion, se colocd una fuente de agua
(figura 7). De este modo, se asegurd que no hubiese cambios irregulares en la atmosfera de

la incubadora que pudieran acelerar la deshidratacion del turion.
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4.2. Separacion e identificacion de analitos

Las primeras pruebas (no reportadas) para definir el método de separacion cromatografica
fueron realizadas en una columna Chromolith Performance (RP-18) 100 mm x 4.6 mm.
Debido a la poca longitud que tenia la columna, no se pudo lograr una buena separacion de la
asparagina con respecto a la serina. En la figura 11 la serina es la unica sefal que se
encuentra entre la glutamina y la asparagina. Esta no se sefiala debido a que no es un analito
de interés y solo se utilizdé para definir el método de separacion. Del mismo modo, otro
inconveniente que se tuvo con esta columna fue la separacion del amoniaco. El amoniaco
presentaba un tiempo de retencidon mucho mayor que la asparagina y no se podia establecer
unas condiciones adecuadas para lograr separar la asparagina y la serina y, en el mismo
método, separar el amoniaco. Estos inconvenientes llevaron a que se utilice otra columna con

mayor longitud, pero con la misma polaridad de fase estacionaria.

Utilizando una columna con mayor longitud, la cual se menciond anteriormente en la seccion
2.1.2, se realizaron una serie de pruebas con estandares para identificar las sefiales de interés.
Las pruebas consistieron en variar la fase movil hasta establecer un gradiente adecuado para
separar los analitos. Una vez identificados y separados los analitos, se afiadieron los
estandares a una muestra de extracto de esparragos para comprobar si presentaban alguna
interferencia. De esta manera, se pudo determinar que el valor de la resolucion de todas las
sefiales era mayor que 1.2 con respecto a sefales adyacentes. Adicionalmente, se revisé la
pureza de las sefiales de analitos sus espectros UV proporcionados por el mismo equipo. Asi,
se comprobd que no existio alguna interferencia con alguna otra sefial y se acept6 el método

de separacion.

La cuantificacion del contenido de todos los aminoacidos y amoniaco se realizd una semana
después de que estos fueron extraidos. A pesar de esto, se pudo asegurar que no hubo
pérdidas en las sefiales debido a la estabilidad que tienen los compuestos derivatizados con
DEEMM. Incluso, esto se comprobd realizando pruebas un mes después de muestras
aleatorias de extracto de esparrago. Estas dieron valores similares de absorbancia en todos los

analitos.
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4.3. Cambios fisicos y variacion de analitos

Para determinar el contenido de cada analito analizado por HPLC se utilizaron las curvas de
calibracion (tabla 4) y el peso corregido con la ecuacion de la figura 10. Los valores
obtenidos del contenido de cada analito estuvieron dentro del rango lineal establecido y
fueron aceptados debido al valor del coeficiente de determinacion (R?), el cual fue cercano a
1. Por otro lado, a pesar de que no se tomaron muestras para corregir el peso seco de manera
diaria, se aceptd la aproximacion de la curva para toda la semana de incubacion.
Adicionalmente, el complemento de esta curva es el porcentaje de agua que pierden las

puntas de los turiones durante una semana en las condiciones establecidas (figura 18).
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Figura 18. Variacion porcentual del contenido de agua en puntas de esparragos. Para la medicion se tomaron tres
muestras de tres puntas de esparrago cada una. Asimismo, se grafica el error estandar para cada punto (n=9).

La reduccion en el contenido de agua en la punta se relaciona con la pérdida de peso. Una
pérdida de peso de aproximadamente 3-10 % es una sefial de que la frescura del vegetal se
reduce y cuando este valor es mayor que 5 % se reduce también el valor de venta como
producto (Benyathiar y col, 2020). En el caso de los turiones, la mayor parte del peso que se
pierde se puede atribuir al contenido de agua. Como se muestra en la figura 18, el contenido
de agua en la punta de los turiones desciende desde 89.51 % hasta 76.59 %

(aproximadamente 13 % en total). Siguiendo la curva se puede ver que, pasando el cuarto dia
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de incubacion, los turiones ya estarian menos aptos para el consumo/venta debido a que la

reduccion de agua pasa el 5% y a la apariencia que posee.

A partir del cuarto dia, la parte inferior de la punta se contrajo (arrugas mas notorias) y el
diametro disminuy6 considerablemente (dafio estructural). Esto se relaciond con la flacidez
del turién los dias 4,5 y 7. Del mismo modo, se pudo notar oscurecimiento en la punta del
vegetal. Asi, se pudo decir que a partir del dia 4 los turiones han perdido valor comercial y

esto coincide con lo reportado por King y colaboradores (1995).

La reduccion en el contenido de agua que poseen las puntas se debe a la alta tasa de
respiracion que poseen los turiones y también a su transpiracion. Del mismo modo, otro
compuesto que se elimina durante la respiracion vegetal es el CO,. La reduccion del
contenido de carbono en las puntas se atribuye a este proceso (figura 17-A). Esta reduccion
estd relacionada con el consumo de carbohidratos solubles (sustratos respiratorios). Asi, la
tasa de reduccion de carbono se desacelera en los ltimos dias ya que solo estaria quedando el

carbono de compuestos estructurales.

Por otro lado, como se puede ver en la figura 17-B, el contenido de nitrogeno tendid a
aumentar ligeramente conforme transcurrié la semana de incubacion. A pesar de que existen
diferentes especies nitrogenadas, se atribuyd esta variacion principalmente a los aminoacidos,
amoniaco y proteinas, ya que son los compuestos mayoritarios. De este modo, se pudo
establecer una relacion entre el aumento del contenido de nitrégeno con la variacion en el

contenido de amoniaco, proteinas y aminoacidos analizados.

Como se puede ver en la tabla 7, el aumento del contenido de nitrogeno proveniente de los
aminoacidos y amoniaco fue menor que la disminucion del contenido de nitrogeno
proveniente de las proteinas. Esto significa que para la semana de incubacion el contenido de
nitrogeno tuvo que descender, lo cual contrasté con la figura 17-B. Sin embargo, este
contraste se debe a que el calculd fue solo un estimado debido a que no se estan considerando
aminoacidos totales. A pesar de ello, con estos resultados se aprecid que el nitrogeno que se
acumuld como aminoacidos provino de la degradacién de proteinas, lo cual evidencia el
reciclaje de nitrégeno. Asimismo, no se descartd la idea que también exista una traslocacion
de aminodcidos desde zonas inferiores del turion, pero se tendria que comprobar con un

analisis mas completo de compuestos nitrogenados y utilizando otras partes del turion.

La variacion en el contenido de aminoécidos y amoniaco (aumento del contenido de

nitrogeno), y el proceso de respiracion vegetal (variacion en el contenido de carbono)
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ocasiond la disminucion del ratio carbono:nitrogeno (figura 17-C). La reduccion de este valor
indica diversos cambios que experimenta el drgano vegetal y se puede relacionar a respuestas
al entorno (Zhang y colaboradores, 2020). En este caso, el consumo constante de
carbohidratos (liberacion CO2) seria el factor principal de la tendencia exponencial
decreciente del valor de C:N. Cabe la posibilidad de que esto cambie si es que aumenta el
transporte, desde otras zonas del turién, de especies nitrogenadas como la asparagina o la

glutamina dias posteriores.

Los ultimos dias, al igual de lo que esperaria en los dias posteriores a la semana de
incubacion (dia 8 en adelante), el contenido de ciertos aminoacidos tendid a aumentar. Del
mismo modo, el contenido de amoniaco aumentd en los ultimos dias de la semana de
incubacion (figura 14). A pesar de que se conoce que este proviene de la deaminacion de
aminoacidos, se especul6 tres posibles causas para su acumulacién: el incremento acelerado
en la tasa de deaminacion para obtencion de sustratos respiratorios, la reduccion de actividad
enzimatica en los procesos de asimilacion o una limitacion en los sustratos para que pueda ser

asimilado.

Dentro de los aminoacidos analizados, los principales en deaminarse para obtener sustratos
respiratorios fueron la alanina y el acido glutdmico. La alanina y el acido glutdmico se
deaminan para formar oxalacetato y 2-oxoglutarato, respectivamente; ambos son utilizados
como sustratos respiratorios (Reitzer, 2014). Esto se evidencio en la reduccion del contenido
de alanina a partir del dia 2 y la reduccion irregular del contenido de acido glutdmico (figura
13). La irregularidad en la reduccion del 4cido glutamico se debe a que este, al mismo tiempo
que se consume como sustrato respiratorio o algin otro proceso (donador de nitrégeno), esta
siendo sintetizado para asimilar amoniaco. Sin embargo, a pesar de que no se estén
considerando otros posibles aminoacidos, el incremento del contenido de amoniaco es muy
elevado comparado con la reduccidn de la alanina y el acido glutamico. Asi, se descart6 a que
el incremento de la tasa de deaminacion sea la razon principal del aumento del contenido de

amoniaco.

Otra posible causa de la acumulacion de amoniaco pudo ser la reduccion de actividad de las
enzimas glutamina sintetasa y glutamato deshidrogenasa (Chen y col, 1997; Hurst y col,
1988). A pesar de que en este trabajo no se hayan realizado andlisis enzimaticos, se pudo
especular acerca de su actividad con la tasa de acumulacion del contenido de glutamina y la

irregular reduccion del acido glutamico (forma protonada del glutamato). El incremento en la
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tasa de acumulacion de glutamina, que coincidié con el aumento del contenido de amoniaco,
indica una respuesta inmediata del proceso de detoxificacion en el que participa la glutamina
sintetasa. Asi, se puede decir que esta enzima se mantuvo activa debido a que el contenido de
glutamina aument6 constantemente durante toda la semana. Entonces, si bien pudo haber
existido una reduccion en la actividad enzimatica, no fue la razéon principal de que el
amoniaco se acumulase. Del mismo modo, se pudo relacionar la actividad de la glutamato
deshidrogenasa con el 4cido glutdmico, ya que de no haber estado activa la reduccion del

acido glutdmico hubiese sido exponencial y regular por la constante produccion de glutamina.

De este modo, solo quedo la idea de que el amoniaco se acumuld por la falta de sustratos para
ser asimilado, en este caso a-cetoglutarato. A pesar de que esto se refuerza por el hecho de
que el turioén se encuentra en condiciones limitadas de nutrientes, se pudo relacionar su déficit
con la variacion del contenido de glutamato y la reduccion en el contenido proteinas
(catabolismo). Una reducciéon del contenido de glutamato durante toda la incubacion
evidencid el hecho de que su consumo fue mucho mayor que su produccion, lo cual indico
una reduccidn de una de sus rutas de sintesis la cual utiliza amoniaco. Asi, la ausencia de o-
cetoglutarato limitd la produccion de glutamato y en consecuencia suprimidé una via de
asimilacion de amoniaco, originando su acumulacion. Asimismo, el déficit de a-cetoglutarato
no solo limito la asimilacion de amoniaco, sino que también pudo inducir a la deaminacion de

glutamato, generando asi mas amoniaco.

La ausencia de nutrientes del turion se puede evidenciar a partir del dia 2 y se vuelve mucho
mas notoria luego del dia 4. Durante este periodo, se percibi6 dafio estructural, incremento de
amoniaco, consumo de alanina y degradacion de proteinas. Todos estos cambios son la
consecuencia de mantener la homeostasis del vegetal. Sin embargo, en adicion a los cambios
mencionados, se producen otros que también son caracteristicos de la senescencia como la
acumulacion de glutamina y asparagina. La produccion de estos se da con el fin de almacenar
y conservar el nitrogeno después de una serie de procesos de deaminacion e interconvercion

de aminoacidos como se puede ver en la figura 19.
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Figura 19. Esquema propuesto de interconversion de aminoacidos y asimilacion de amoniaco. Se muestran
procesos de transaminacion, aminacion y deaminoacidos, y asimilacion de amoniaco con el fin de obtener
sustratos para el ciclo de Krebs y almacenar nitrégeno.

A pesar de que la asparagina es un mejor compuesto almacenador de nitrogeno que la
glutamina debido a su estabilidad y su uso metabdlico mas limitado (Joy 1988; Lea y col,
2007), la tasa de acumulacién de glutamina fue mucho mayor a la de asparagina y su
aumento fue constante durante toda la semana. Una de las razones por la que se da esto es por
la funcion detoxificante que tiene la glutamina. Por otro lado, a pesar de que el contenido de
asparagina fue mayor, su acumulacion no es constante durante toda la semana. Entonces, si
bien el punto final de la conservacion del nitrogeno es formar este aminodcido, hay factores
que limitan o regulan su formacion. En un trabajo realizado por Peeters y Van Laere (1992)
en hojas senescentes se establecio que el acido aspartico es el limitante de la formacion de

asparagina.

Durante los primeros dias (0-3) la variacion del contenido de asparagina fue similar a la del
acido aspartico. Si bien se esperaba una relacion inversamente proporcional, el turién atn
fresco posee las reservas nutritivas para poder sintetizar estos aminodcidos sin obstruccion.
Sin embargo, luego del dia tres se pudo apreciar mejor una relacion sustrato/producto. El
contenido de acido aspartico se mantuvo constante y solo se redujo cuando el contenido de
asparagina empez0 a aumentar. Coincidentemente con el Asp, el contenido de Asn también

tuvo un periodo en el que no presentd cambios significativos en su contenido. Asi, se llegd a
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la idea de que el uso del acido aspartico, en condiciones limitadas de nutrientes, es

principalmente para formar asparagina.

La reduccion en la tasa de acumulacion de la asparagina durante los dias 2-5 evidencid que el
proceso de almacenamiento de nitrogeno ain no es prioridad. Asi, en este lapso se priorizan
procesos de deaminacidon para obtener sustratos para la respiracion. Esto se reflejo con el
aumento en glutamina (asimilacion de amoniaco) y la reduccion de otros aminoacidos como
la alanina. Asi, se fortalece la idea que el aumento de glutamina es mdas con fines
detoxificantes que para almacenar el nitrogeno. De este modo, cuando comienza el aumento
en la tasa de acumulacion de asparagina (dia 5 en adelante), se puede decir que se comienzan
a priorizar los procesos de almacenamiento de nitrogeno. La acumulacion de asparagina, al

igual que la acumulacion de amoniaco, es caracteristica de la etapa final de la senescencia.

Se descartd que la acumulacion de asparagina se dio para algin otro proceso bioquimico, ya
que su contenido no descendidé ningin dia del periodo de incubacion. Ademas, las rutas
metabolicas de asparagina requieren la presencia de ciertos carbohidratos que, en este caso,
estdn limitados (Sieciechowicz y col, 1988). Con esto se comprobd asi su funcidon como
almacenador de nitrogeno. Sin embargo, como se puede ver en la figura 19, puede que la
produccion de asparagina este regulada por la deficiencia de carbohidratos y se dé como

consecuencia del proceso de sintesis de glutamato utilizando glutamina.

Ademas de analizar la variacion de los aminodcidos que participan directamente en la
asimilacion de amoniaco y almacenamiento de nitrégeno, se analiz6 la variacion del
contenido de alanina y fenilalanina. Por un lado, se utilizé la alanina como control de otras
rutas en la cual interviene el nitrégeno (en forma de algin aminoécido). Como se discutid
anteriormente, la reduccion en su contenido se relacion6 con el déficit de carbohidratos y
coincidid con las primeras senales de aumento en el contenido de amoniaco lo cual indica
proceso de deaminacion. Este aminoédcido puede ser utilizado para sintetizar piruvato que
posteriormente se transformard en oxalacetato y sera utilizado como sustrato respiratorio

(Reitzer, 2014).

Por otro lado, se adiciond el andlisis de la variacion del contenido fenilalanina debido a que
este es precursor del 4cido cindmico y este, a su vez, es precursor en metabolismo microbiano
del estireno. Rabines Lara (2012) detectd la presencia de estireno en turiones incubados bajo
las mismas condiciones después del dia 7 y hasta el dia 11 (senescencia tardia),

estableciéndolo, asi como bioindicador de la senescencia del turiébn. Sin embargo,
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posteriormente se determin6 que la transformacion de acido cindmico a estireno correspondia
al metabolismo extendido de hongos endofitos del turion. A pesar de que en este trabajo se
realiz6 solo durante una semana, el resultado obtenido se relaciona con el trabajo de Rabines
Lara (2012), ya que en su trabajo no se reporta estireno antes del dia 7 y la concentracion de
fenilalanina que se obtuvo, hasta ese dia, no disminuye. Es de esperar que el metabolismo del
microbioma endoéfito y el de otros descomponedores adquiere un papel mas relevante mas
alla de la primera semana, pero esto no es de importancia comercial ya que el producto ya no

estaria en condiciones de venderse.

5. Conclusiones

Con este trabajo se logr6 establecer una correlacion entre los principales aminoacidos que
participan en el proceso de reutilizacion de nitrogeno que tiene el esparrago durante su
almacenamiento en condiciones de venta (anaquel). De este modo, se pudo establecer lapsos
de tiempo en el cual se pudieron identificar biomarcadores del proceso como la acumulacion
de amoniaco e incremento de ciertos aminoacidos que cumplen funciones de almacenamiento
y transporte como la glutamina y la asparagina. Asi, en base a la relacion de todos los
pardmetros analizados (contenido de aminoécidos y amoniaco, contenido de agua, contenido

de proteinas y propiedades organolépticas) los periodos establecidos fueron los siguientes:

- Dia 0-Dia 2: Aunque se presentaron las primeras sefiales de senescencia (degradacion
de proteinas) el turidn aun se considera fresco. Este alin posee las reservas nutritivas
para realizar la respiracion vegetal, asimilar amoniaco y sintetizar aminoacidos.

- Dia 2-Dia 4: Aparecieron las primeras sefiales de pérdida de calidad reflejadas en
dafio estructural ligero. En este periodo, se priorizan los procesos catabolicos para
obtener sustratos respiratorios (deaminacién de aminoacidos) sobre los procesos de
almacenamiento de nitrogeno. Asimismo, se evidencid primeras sefales de aumento
en el contenido de amoniaco.

- Dia 4-Dia 7: Completa ausencia de frescura de los turiones. Se percibieron
bioindicadores de senescencia tardia como la acumulacion de amoniaco, asparagina y
glutamina. La acumulacion de estos aminodcidos mencionados se relaciona con

procesos de almacenamiento de nitrégeno. Por otro lado, se evidencid la utilizacion de
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otros aminoacidos (mucho menor contenido que presentaron en el primer dia) como

posibles sustratos respiratorios.

El analisis de la variacion de aminoacidos y amoniaco se logrd realizar con un método rapido
que se desarrolld mediante el uso de cromatografia liquida. Este método puede estar sujeto a
modificaciones si se desea analizar un perfil mas completo de aminoacidos. Un perfil mas
completo de aminodcidos podria ser util para conocer si existen procesos de movilizacion de

aminoacidos desde otras zonas a través del andlisis del contenido de nitrogeno.

Con el andlisis realizado se pudo estudiar ciertos cambios en los procesos bioquimicos que se
generan durante la senescencia vegetal. De este modo, se atribuyé la acumulacion de
amoniaco a la limitacion de sustratos respiratorios (cadenas de carbono), evitando asi que este
se convierta en acido glutdmico. Por otro lado, se tuvo especulaciones de que la acumulacion
de asparagina en realidad se dio como consecuencia de la ausencia de glutamato. Asi, con la
ayuda de otros trabajos de investigacion, estos procesos mencionados y otros mas podrian ser
estudiados (incluso dias posteriores a una semana) para entender mejor la senescencia del

turion.
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