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Resumen

Especies como la manzana de altura han sido sometidas en Costa Rica a un proceso de
domesticacion para adaptarlas a las condiciones climaticas de ese pais y especificamente
a las de la Zona de los Santos de Costa Rica. Este esfuerzo ha llevado a la obtencion en la
actualidad de productos que son bien aceptados en el mercado por su sabor, olor, facilidad de
manipulacion, entre otros. Con el avance del conocimiento biolégico y quimico, los estudios del
contenido de polifenoles en este tipo de frutos se han incrementado, demostrando que estos
poseen propiedades bioactivas, tal como su potencial antioxidante, siendo este conocimiento
un factor importante en la creciente utilizacion de frutas y suplementos nutricionales con
contenido polifendlico importante a nivel internacional y en la dieta de los costarricenses. De
alli, que el presente trabajo se enfoca en realizar estudios en frutos de altura cultivados en Costa
Rica, tanto desde el punto de vista de mejora agroecologica, asi como de la determinacion del
contenido de polifenoles y su capacidad antioxidante. Se adquirieron frutos de dos variedades
de la especie Malus domestica, a saber, manzana variedad Anay Jonas, que fueron procesados
en el laboratorio con el fin de ser utilizados para estas determinaciones. Ademas, se trabajo
en la mejora de las condiciones agroecoldgicas para el cultivo con el uso de microorganimos
de biocontrol contribuyendo a la proteccion de suelo. Esta publicacion presenta informacion
preliminar de estos estudios, dada su relevancia para el conocimiento cientifico con resultados
que se publican por primera vez para esta especie econémicamente importante cultivada en
Costa Rica.
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Abstract

Species such as high altitude fruits, such as Malus domestica have been introduced in Costa
Rica and adapted to its climatic conditions, being cultivated specifically in Los Santos region.
These efforts have allowed to obtain fruits that are well accepted in the market because of
their flavor, aroma and easiness of handling. On the other hand, the advancement of biologic
and chemical techniques have enabled more detailed research on polyphenols —abundant in
these fruits- because of their bioactive properties such as antioxidant potential. This scientific
knowledge has in turn been an important factor in a higher consumption of fruits with high
polyphenolic contents both fresh and in nutritional supplements. Hence, the present work
focuses in the study of these high altitude fruits cultivated in Costa Rica, regarding agro-ecologic
improvement as well as determination of polyphenolic contents and antioxidant capacity. Two
cultivars of Malus domestica were acquired, namely Ana and Jonas, which were processed
to carry out analyses. Also, work was performed in agro-ecologic conditions amelioration and
biocontrol for soil protection. This publication includes preliminary data because of the relevance
of the scientific results published for the first time for this economic important species cultivated
in Costa Rica.
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Introducciéon

Los estudios interdisciplinarios que permiten determinar las condiciones agroecoldgicas 6ptimas
para el cultivo de especies, asi como el contenido de los compuestos activos polifendlicos y
de su bioactividad, tal como la antioxidante, son la premisa de donde parte este estudio sobre
la especie Malus domestica, que pertenece a la familia Rosaceae y fue introducida en Costa
Rica por productores de la zona de Los Santos, pertenecientes a la cooperativa FRUTALCOOP.

La comercializacion de esta fruta se ha visto afectada por la carencia de posicionamiento
en el mercado [1]debido a la competencia de productos importados. La conservacion de
germoplasma es de gran importancia cuando se caracteriza fitoquimicamente una especie
0 variedad, ya que la actividad agricola que propicia cultivos mejorados productos de la
seleccion, ha sufrido disminuciéon de su base genética lo cual incrementa su vulnerabilidad
a enfermedades e insectos propiciando asi la erosion genética [2]. De ahi que los aspectos
botanicos deben ser contemplados en cualquier investigacion que propicie la conservacion de
germoplasma.

En efecto, los polifenoles han sido reconocidos como importantes principios activos, desde las
primeras referencias a la “paradoja francesa” [3], en que numerosos estudios han mostrado el
potencial saludable de estos compuestos, por ejemplo en relacion a actividad antiinflamatoria,
anticancerigena, neuroprotectiva [4] [5] y antimicrobiana [6], [7], donde los flavan-3-oles
y sus polimeros, las proantocianidinas, son potentes protectores del organismo contra
especies reactivas de oxigeno [8], utilizandose como ingredientes funcionales en suplementos
nutricionales [9].

Un estudio reciente realizado sobre el contenido polifendlico de especies costarricenses [10]
ha mostrado diversidad en contenido de proantocianidinas, con unidades de catequina y
epicatequina, asi como propelargonidinas, con unidades de afzelequina y epiafzelequina,
incluyendo dimeros, trimeros y oligémeros de hasta once unidades monomeéricas; flavalignanos
y acidos fendlicos.

Estudios exploratorios han mostrado que la manzana posee un alto contenido de flavonoides,
compuestos que previenen el estrés oxidativo y que poseen propiedades antiinflamatorias y
antitumorales [11]; [12]. Por otro lado [13] ha descrito que los polifenoles extraidos de frutas
inmaduras de manzana poseen actividades antialérgicas en ensayos in vitro.

En cuanto a compuestos fendlicos obtenidos en Malus domestica, incluyendo hojas [14] y
frutos [15], se han reportado &cidos coumaroil quinicos [16], rutina y fenilpropanoides [17] ;
glicésidos de quercetina y ramnetina, procianidina B2 y floridzina [18]. Por otro lado, se ha
reportado capacidad antioxidante [19]; [20]; [11] en frutos de manzana, correlacionada con el
contenido fendlico; habiéndose descrito asimismo propiedades antiinflamatorias, demostrando
gue un extracto condensado de taninos preparado a partir de manzanas, inhibe la liberacion
de histamina en linea celular murina de leucemia RBL-2H3 [13].

En el presente estudio se presentan resultados preliminares del trabajo agroecologico y
de biocontrol para proteccion del suelo, asi como de la caracterizacion de los compuestos
polifendlicos de céscara y pulpa de la especie y la valoracion del potencial antioxidante de los
extractos obtenidos de los frutos de manzana (Malus domestica) de tres diferentes muestras
compuestas de dos variedades, Ana y Jonas, cultivadas en la zona de Los Santos.

Materiales y Métodos

El trabajo se llevé a cabo de agosto 2014 a marzo 2016, con la especie Malus domestica
cultivada por productores de la cooperativa FRUTALCOOP en Copey de Dota, en la zona de
Los Santos, San José.
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Componente 1. Manejo agro-ecoldgico y biocontrol

Se localizaron junto con los productores de la zona de Copey de Dota y San Marcos de
Tarrazu los arboles de las variedades de manzana (Malus sp) Jonas y Ana mas productivos.
Se georreferenciaron y se colectdé una muestra de la primera variedad y dos muestras de la
segunda, correspondiendo a la variedad mas comercializada en el pais. Cada una de estas
muestras se depositd en el Herbario del Museo Nacional de Costa Rica, con su respectiva
descripcion botanica.

Se hizo un muestreo de suelos para determinar la composicion fisica y quimica de los mismos,
usando el método de cuarteo de muestras compuestas de 20 sitios donde estan estos cultivos.
Por otro lado, se hizo un andlisis de la biodiversidad de microorganismos presentes en l0s
cultivos, para lo cual se obtuvieron muestras de los arboles de manzana (tallo, ramas y hojas)
y de algunos insectos (Phyllophaga sp) asociados al sistema radical. Las mismas fueron
trasladadas al laboratorio del CIB (Centro de Investigaciones en Biotecnologia del ITCR) para la
busqueda de microorganismos antagonistas o entomopatdégenos propios del lugar. Se utilizaron
medios enriquecidos para los procesos de aislamiento de algunos organismos deseables. Las
cepas fueron identificadas y se conservan en el laboratorio. Se ofrecié a los productores un
curso-taller sobre Biofébricas en la zona donde se realiz6 este estudio.

Componente 2. Contenido polifendlico y actividad antioxidante

Se adquirieron 5 Kg de frutos frescos -listos para su comercializacion- de Malus domestica
de la variedad Jonas asi como de la variedad Ana, en este Ultimo caso de dos localizaciones,
ambas de productores de la cooperativa FRUTALCOOP en San Marcos de Tarrazu. El material
se preservd en la Escuela de Quimica de la Universidad de Costa Rica, a -5°C hasta ser
procesado, separandose en pulpay cascara, para luego someterse a un proceso de liofilizacion
en un liofilizador FreeZone -105°C, 4.5 L, Cascade Benchtop Freeze Dry System, de Labconco.
El material liofilizado fue luego nuevamente preservado a -5°C.

El material liofilizado se sometié a extraccion bajo un método que se optimizd con analisis
factorial en un instrumento de extraccion acelerada por solvente (ASE) marca Thermo Scientific™
Dionex™ ASE™ 150 Accelerated Solvent Extractor system, usando acetona:agua como solvente
en celdas de 34 mL a 40°C. La acetona fue removida utilizando un rotavapor Buchi™ 215 y el
extracto acuoso obtenido fue lavado con CHCI, y acetato de etilo consecutivamente. Luego,
los solventes orgéanicos fueron removidos con el rotavapor Buchi™ 215 y el extracto acuoso fue
conservado a -5°C para posterior purificacion.

Cada uno de los extractos acuosos fue sometido a separaciéon en una columna conteniendo
Amberlite XAD-7 (Sigma-Aldrich), utilizando gradientes de solventes: agua, agua: metanal,
metanol en diferentes relaciones, y metanol (2%. acido acético) sucesivamente. Las fracciones
recolectadas fueron evaporadas a sequedad en un rotavapor Buchi™ 215.

Andlisis de polifenoles totales

Las muestras fueron evaluadas segun una modificacion propia del método de Singleton y Rossi
[21], el cual se basa en la oxidacion de los grupos hidroxilo en medio basico por el reactivo de
Folin-Ciocalteu (FC), en el que la absorbancia es medida a 750 nm en un espectrofotometro
UV-Vis Thermo Scientific™ GENESYS 10S. Para la cuantificacion, los valores de absorbancia
fueron extrapolados en una curva de calibracién de acido galico y los valores de FC fueron
expresados en mg de acido galico equivalentes (GAE) / g muestra. Los andlisis fueron
realizados en triplicado.



Tecnologia en Marcha, i‘
Vol. 30, N.° 1, Enero-Marzo 2017 7

Analisis de polifenoles por HPLC-MS

El sistema de cromatografia liquida (HPLC) y espectrometria de masas (MS) usado para
analizar las muestras de Malus domestica variedad Ana, consistiéo en un LTQ Orbitrap XL con
una bomba binaria Accela 1250, un automuestreador PAL HTC Accela TMO, un detector PDA
(ThermoFisher Scientific, San Jose, CA), y un compartimiento de columna G1316A (Agilent, Palo
Alto, CA). La separacion fue llevada a cabo en una columna Hypersil Gold AQ RP- C18 UHPLC
(200 mm x 2.1 mm i.d., 1.9 um, Thermofisher Scientific) con una pre-columna UltraShield
(Analytical Scientific Instruments, Richmond, CA) con un flujo de 0.3 mL/min. La fase movil
consistia de A (0.1% &cido férmico en agua, v/v) y B (0.1% &cido férmico en acetonitrilo, v/v). El
gradiente lineal cambié de 4% a 20% B (v/v) a 40 min, hasta 35% B a 70 miny a 100% B a 71
min, y se conservd a 100% B hasta 75 min. El espectro UV/Vis fue registrado entre 200-700 nm.
Se utiliz6 modo de ionizacion negativo y las condiciones fueron gas a 70 (unidades arbitrarias),
auxiliar y gas de barrido a 15 (unidades arbitrarias), voltaje spray a 4.8 kV, temperatura capilar
a 300 °C, voltaje capilar a 15V, y de lente de tubo a 70 V. El rango de masas fue de 100 a
2000 amu con una resoluciéon de 30,000, FTMS AGC target a 2e5, FT- MS/MS AGC target a
1e5, aislamiento de 1.5 amu, y maximo tiempo de inyeccion de 500 ms. El ion mas intenso fue
seleccionado para los iones de ms? a ms® respectivamente, con una energia normalizada de
colision a 35%.

Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los anélisis para obtener los espectros de C - RMN fueron realizados en un instrumento
Bruker Ascend 400 MHz, utilizando como solvente deuterado para la disolucion de las muestras
CD,OD:CF,COQOD (5%).

Evaluacion de la capacidad antioxidante

El método ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity) se basa en las propiedades
fluorescentes de la fluoresceina (FL) en soluciones alcalinas y la medicion de la capacidad de
absorcién de radicales oxigeno. La reaccion se llevd a cabo a 37 °C en una soluciéon tampdén
de fosfato 75mM (PBS). EI compuesto antioxidante (Trolox [1-8 uM] utilizado para la recta de
calibrado o el extracto antioxidante en diferentes concentraciones) junto con la fluoresceina se
pre-incuban durante 10 min a 37 °C. A continuacion, se adiciona AAPH (2,2’-Azobis (2-Amidino-
Propano) Dihidroclorado) y se incuba a 37 °C, midiendo la fluorescencia durante 98 minutos,
empleando un lector de placas con filtros de emision y excitacion. La medida de fluorescencia
del equipo se controla mediante software. Las placas utilizadas son microplacas negras de 96
pocillos. Todas las mezclas de reaccion se prepararon por duplicado y se llevaron a cabo por lo
menos 3 ensayos independientes para cada muestra. Las curvas de fluorescencia se normalizan
con respecto a la curva del blanco (sin antioxidante) y a partir de las curvas normalizadas se
calcula el area bajo la curva (area bajo la curva, AUC). Una vez obtenida el area neta se calcula
la ecuacion de regresion entre el AUCneta y la concentracion de antioxidante. La pendiente de
la ecuacion se utiliza para calcular el valor de ORACFL mediante la recta patron obtenida a partir
del Trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E). Los valores finales de ORAC se expresan en
pumol de Trolox equivalentes (TE) por mg de muestra utilizada para la obtencion del extracto.

Componente 3 Capacitacion y divulgacion

Como los resultados de estos estudios pueden afiadir un valor agregado a los productores,
se ofrecieron capacitaciones para socializar los nuevos conceptos técnicos y se les dio
acompafamiento para la divulgacion de sus productos con el fortalecimiento del andlisis de
los datos encontrados en cada componente y en apoyo al proceso de comercializacion de
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la manzana. Se realizaron talleres de realimentacién con la cooperativa FRUTALCOOP y se
organizé un programa radial y uno televisivo.

Resultados y Discusion
Componente 1. Manejo agro-ecoldgico y biocontrol

a) Arboles georeferenciados:

En el cuadro 1 se muestran las georreferencias de los arboles donde se colectd las muestras
para los andlisis de laboratorio.

Cuadro 1. Georreferencias de arboles de manzana (Malus domestica) ubicados en la Zona de los Santos.

Variedad Georreferencia

ANA (F) N 0936 542 W083°59 273 3m
ANA (C) N 09°40'16.01 W 083°54’ 12.81 Om
JONAS N 0936 542 W083°5927.3 3m

b) Estado del suelo:

Los rangos de concentraciones obtenidas de los principales parametros fisicos y quimicos
analizados en las muestras de suelos de cultivos de manzana recolectados, se presentan en
el cuadro 2.

Cuadro 2. Resultados de anélisis de suelos estudiados

Parametro Rango
Densidad aparente 0,50 -0,72 gcm?®
Densidad de particula 2,38 - 2,60 gcm?®
Porosidad 70,30 — 80,00 Y%
Espacio aéreo 0,48 - 0,64 %
Densidad volumétrica 11,48 — 16,20 %
Conductividad eléctrica 472 - 655 us cm'
pH 5,36 - 5,64
Ca 33,83 - 160,4 cmol L7
Mg 22-45 cmol L
K 1,26 - 1,96 cmol L
Acidez 0,30 - 0,45 cmol L'
P 55-8,4 mg L
Fe 46 - 79 mg L
Cu 28-5 mg L
Zn 48-116 mg L'
Mn 28,3 -40,8 mg L
MO 7,90 -10,85 %
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De acuerdo con los resultados obtenidos (cuadro 2), es de reconocer preliminarmente que se trata
de suelos un poco acidos con muy buena porosidad y densidad, asi como una aireacion también
Optima. El contenido de materia organica es 6ptimo, lo cual aporta al proceso de determinacion
de microorganismos de suelo. Los resultados obtenidos de textura mostraron valores de arena,
arcilla y limo de aproximadamente 69,19 %, 6,70 % y 24,14 % respectivamente, lo que indica que
estos suelos corresponden al tipo franco arenoso.

Es importante indicar que las concentraciones de calcio (Ca) y de magnesio (Mg) en los suelos,
son de las caracteristicas de fertilidad de mayor importancia para la nutricion de los cultivos y
los rangos obtenidos de ambos macronutrientes son éptimos para este cultivo. Con respecto
al manganeso (Mn), este es indispensable en el fotosistema y la activacion de enzimas en el
metabolismo vegetal, asi como el hierro (Fe) y el cinc (Zn), los cuales ayudan en la nutricion de
las plantas.

Las concentraciones encontradas de estos micronutrientes en las muestras analizadas mostraron
valores dentro del rango 6ptimo, 28,3-40,8 mg L', 46-79mgL", 4,8-11,6 mg L' respectivamente,
es decir son suficientes para suplir las necesidades nutricionales de las plantas.

Por otro lado, se encontrd que estos suelos presentan deficiencias en la concentracion de fosforo,
encontrada, pues los valores de los resultados obtenidos son inferiores al nivel critico, que es de
12 mg L por lo que se considera que es deficiente o bajo. Debido a que el contenido de fésforo
ayuda en la formacion de los 6rganos reproductores como los frutos, su contenido debe ser
suficiente, por lo que se ha retroalimentado al respecto con los productores para que se tomen
las medidas correctivas en cuanto a la disponibilidad de este micronutriente.

c) Microorganismos

Para el andlisis de las muestras colectadas se utilizaron medios enriquecidos para 10s procesos
de aislamiento de algunos organismos deseables, como hongos de los géneros Trichoderma,
Metarhizium, Beauveria y bacterias como Bacillus; lograndose aislamientos de los géneros
Trichoderma a partir de las muestras suelo, y Metarhizium a partir de las muestras de hojas y
ramas. Ademas de uno de los insectos se aislé una cepa de Bacillus thuringiensis. Las cepas
fueron identificadas y conservadas en el laboratorio.

Una vez purificados y conservados los aislamientos se dio inicio a las pruebas de eficacia,
antagonismo y patogenicidad. Con esto se seleccionaron los microorganismos mas promisorios
para su reproduccion y cultivo. En efecto, para cada uno de ellos se probd una técnica de
reproduccion en el laboratorio, buscando la reproduccion masiva de microrganismos, a través
de una metodologia que fuera cien por ciento reproducible (semi-artesanal) por parte de los
productores de Frutalcoop.

La escogencia del sustrato adecuado, las cantidades apropiadas y el tipo de fermentacion
que produjeran el mayor numero de esporas o de células, permitireron determinar que la mejor
fermentacion era la de caréacter soélido para tres de los microorganismos y liquida en el caso de
Bacillus spp, obteniéndose un minimo de esporas o células esperadas de 1.0 x 107 conidios/g.

Por otro lado, en el caso de Bacillus spp, las conclusiones obtenidas para la fermentacion de
tipo liquido, fueron la utilizacion de un medio compuesto, de formula (g/l): NaNO3 15; Sacarosa
60; CaNO3 10; K2HPO4, 5; Melaza, 20; pH: 6; lograndose condiciones Optimas esterilizando,
debiéndose inocular a una temperatura no mayor de 30° C con un disco de 6mm de diametro del
medio de cultivo agar nutritivo totalmente cubierto por la bacteria; incubandose en agitacion; para
obtener de esta forma, un minimo de esporas o células esperadas de 1.0 X 108 U.F.C/mL.

Los organismos aislados demuestran como las comunidades de microorganismos se adaptan
para buscar la regulacion de poblaciones de patdgenos y plagas dentro de sistemas agricolas
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con enfoque de manejo integrado y de précticas sostenibles de cultivo. Ademas, el aislamiento
y el cultivo de los mismos permiten que los productores entiendan y aprovechen el potencial
que tiene la biodiversidad que puede encontrarse asociada a los ecosistemas productivos como
una herramienta para generar valor agregado a sus productos a través de la conservacion vy el
combate bioldgico.

Componente 2. Contenido Polifendlico y Capacidad antioxidante

Segun se describid en la metodologia, se procedié a realizar la liofilizacion de las muestras
de cascara y pulpa de las manzanas Ana (C), Jonas y Ana (F), obteniéndose para la primera
porcentajes de humedad entre 85y 89.3 %, es decir valores de rendimientos entre 10.7y 15 %
para las muestras; mientras que los porcentajes de humedad para la variedad Jonas variaron
entre 81.7% y 85.6%, es decir los rendimientos mostraron rangos entre 14.4% y 18.3%; por
ultimo los porcentajes de humedad variaron entre 79% y 85.3% para la variedad Ana (F); para
mejores rendimientos promedio de las tres variedades, entre 14.7% y 21%.

Con las muestras liofilizadas, se procedid a realizar la extraccion, empleando Extraccion
Acelerada por Solvente (ASE), con solventes organicos y acuosos, empleando condiciones
definidas de presion y temperatura, y ciclos de extraccion, como se ha explicado. Las muestras
liofilizadas obtenidas se purificaron a través de la aplicacion de la metodologia descrita, con
columnas cromatograficas de resina Amberlite XAD-7, que permitieron la obtencion de extractos
enriquecidos en polifenoles, con rendimientos que variaron entre 10.7 y 29.4 mg de extracto/g
liofilizado para la variedad Ana (C); entre 14.5 y 26.1 mg extracto/g liofilizado en el caso de la
variedad Jonas; y entre 23.9 y 64.4 mg extracto/g liofilizado para la variedad Ana (F), es decir
valores superiores para esta ultima con respecto a los de las otras variedades.

En cuanto al contenido polifendlico de los extractos, se realizd la aplicacion del método de
Folin-Ciocalteau, para determinar la cantidad total de polifenoles presentes en los mismos,
realizandose estas valoraciones por triplicado, obteniendo valores de desviacion estandar
adecuados. Se obtuvieron valores promedio que oscilan entre los 579.0 + 20.9 GAE / g extracto
y 619.6 = 19.6 GAE/ g extracto seco para la variedad Ana (C). Asimismo, la evaluacion del
contenido total polifendlico para las otras variedades, mostré valores promedio entre los 361.0
+ 7.1 GAE / g extracto y 436.5 + 6.7 GAE/ g extracto seco, en el caso de la variedad Jonas;
mientras que se obtuvieron valores promedio entre los 468.0 + 4.8 GAE / g extractoy 614.0 + 4.4
GAE/ g extracto para la variedad Ana (F); observandose mayor contenido total de polifenoles
para la variedad Ana.

En lo que respecta a la caracterizacion de los polifenoles, se logré por UHPLC-HRMS, bajo las
condiciones descritas en la metodologia, la identificacion de 28 compuestos en la cascara de
la manzana variedad Ana (C), de mayor contenido polifendlico, incluyendo nueve flavan-3-oles,
entre ellos catequina, epicatequina, dimeros y trimeros y tetrdmeros de procianidinas tipo B;
tres acidos, incluyendo derivados de hidroxicinamico y cumarico; ocho flavonoides, incluyendo
glicésidos derivados de quercetina, miricetinay kaempferol, asi como tres chalconas, incluyendo
derivados de floretina. En cuanto a la pulpa, se encontrd un nimero similar de compuestos,
pero de forma distintiva un mayor niumero y diversidad de flavan-3-oles, incluyendo tres dimeros
de procianidina de tipo B, tres trimeros de tipo B y dos dimeros de procianidina de tipo A y
derivados de la dihidrochalcona floretina.

El analisis de *C-RMN muestra en la region de 175-180 ppm los C=0 de las flavonas (como
la quercetina y derivados glicosilados), mientras que en la regién 160-165 ppm se aprecian
los enlaces C-OH del anillo A (carbonos C5y C7). Estos mismos carbonos en los flavan-3-oles
(como catequina, epicatequina y polimeros de procianidina) aparecen en 155-160 ppm, junto a
los C2 y C9 de las flavonas. Para flavonas y flavan-3-oles en la zona 143-152 ppm se ubican los
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C-OH del anillo C (carbonos C3'y C4’), en 130-135 los C1’, en 114-122 los carbonos C2’, C5’ y
Ce’, en 100-105 ppm los C10. En la region 90-100 ppm se observan los C6 y C8 de las flavonas
y flavan-3-oles, asi como los carbonos anoméricos de los glicésidos presentes. Asimismo,
se aprecian gran cantidad de sefiales en 65-80 ppm correspondientes con los C-OH de los
glicésidos, y un grupo mas reducido de sefiales en aproximadamente 63 ppm que coincide
con el CH,OH de los glicdsidos; apreciandose una mayor cantidad e intensidad en las sefnales
de stos ultimos en la muestra de cascara. También son observables sefales caracteristicas del
floretin y sus derivados, tal como a 206 ppm la sefal de C=0, a 47 ppm la del carbono a y en
30-32 ppm sefales que se asocian al carbono B. Finalmente, se observan sefiales de acidos
hidroxicinamicos tal como la de C1 a 128 ppm, y de acidos coumaricos tal como las sefiales a
135-137 ppm del C4.

Por ultimo, se procedio¢ a realizar la evaluacion del potencial antioxidante in-vitro por el método
ORAC, segun lo descrito en la metodologia. De esta forma, una vez realizadas las mediciones
por triplicado, con el area bajo la curva y la ecuacion de regresion, se obtuvieron valores de
capacidad antioxidante entre 11.2 = 0.1 pmol TE/mg extracto y 16.8 = 0.3 pmol TE/mg extracto
para las muestras de Malus domestica variedad Ana (C), como se aprecia, con valores de
desviacion estandar adecuados. Estas evaluacion de potencial antioxidante realizada con los
extractos de la variedad Jonas mostré valores que oscilan entre 7.6 + 0.1 umol TE/mg extracto
y 10.2 = 0.2 pmol TE/mg extracto; mientras que en el caso de los extractos de la variedad Ana
(F), los valores de potencial antioxidante tuvieron un rango entre 10.3 = 0.2 umol TE/mg extracto
y 10.6 + 0.3 umol TE/mg extracto; pudiéndose observar asi mejores valores para la variedad
Ana (C), lo que es acorde con la cuantificacion de fenoles totales en las muestras.

Componente 3. Capacitacion y divulgacion

Las capacitaciones impartidas consistieron en talleres con la informacion técnica de los analisis
que se llevaron a cabo en los laboratorios de cada universidad, en el tema de polifenoles
(alcances internacionales de estos contenidos), andlisis de suelos y determinacion de
microorganismos. Se trabaj6é en conjunto con los miembros de la cooperativa en el disefio de
banners y etiquetas para que se utilicen en los puestos de venta en las Ferias del Agricultor y en
los frutos dentro de empaques, caracterizando el producto para fortalecer el encadenamiento
productivo.

Se realizé asimismo la transferencia de informacion y tecnologia por parte del Laboratorio de
Control Biologico del TEC, en el disefio de biofabricas, a los productores de la zona de Copey
de Dota, incluyendo el aislamiento, crecimiento y aplicacion de microorganismos al suelo para
disminuir los costos en el uso de agroquimicos; preparacion de indculos, matrices y bolsas de
reproduccion, condiciones adecuadas para la incubacion y adecuadas para la conservacion
de producto final, asi como la aplicacién seguray eficaz de bioproductos en campo. Por ultimo,
se capacitd sobre la infeccion de insectos para revitalizar hongos entomopatégenos, pruebas
de antagonismo vy revitalizacion de hongos antagonistas, asi como en materiales, reactivos, e
insumos para la biofabrica.

Cabe destacar que se ha logrado complementariedad con la Direccion de Programas
Nacionales del MAG, con el INTA e INDER, con el fin de coordinar acciones con los
productores, y que dada la relevancia de los resultados y la teméatica en el ambito nacional, se
dieron eventos de divulgacion, como la grabacion en el programa radial Costa Rica Campesina
de Radio Monumental en agosto del 2015, donde participaron investigadores y el presidente
de FRUTALCOOP, asi como una entrevista en noviembre del 2015 en el programa radial
denominado Impacto TEC; y una grabacion en el programa ConCiencia de Canal 15 en Febrero
del 2016.
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Lo anterior evidencia la vinculacion de la universidad publica con diferentes organizaciones, lo
que le permite ser facilitadora en el desarrollo y quehacer nacional.

Conclusiones

En la presente investigacion se desarrollaron estudios del contenido polifendlico en tres muestras
compuestas de dos variedades de la especie Malus domestica, cultivadas en la zona de Los
Santos, en Costa Rica, por su importancia econémica para los productores de la region. Se
cuenta con productores capacitados en el manejo agroecoldgico de las especies no solo con
agricultura tradicional sino con la obtencion y aplicacion de microorganismos como agentes de
biocontrol para disminuir el consumo de agroquimicos. Asimismo, se lograron obtener extractos
enriquecidos en polifenoles, de las cascaras y pulpas de las variedades estudiadas, y evaluar
su contenido polifendlico total, asi como su capacidad antioxidante, 1o que mostré valores
importantes para todas las variedades, comparativamente con mejores resultados para la
variedad Ana (C). Cabiendo sin embargo remarcar que los rendimientos del extracto polifendlico,
luego de los procesos de liofilizacion, extraccion y cromatografia, son mejores para la variedad
Ana (F). Los resultados de cromatografia liquida y espectrometria de masa, apoyados por los
analisis de RMN, indican variabilidad de contenido, con riqueza en oligémeros de flavan-3-oles,
reconocidos por su potencial bioactivo, lo que muestra la importancia de este conocimiento
cientifico y su transferencia a los productores, como contribuciéon al posicionamiento de sus
cultivos y su desarrollo sostenible.
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