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Resumen

RESUMEN
En los ultimos afios la radiacion ultravioleta-C (UV-C) ha comenzado a evaluarse en su
aplicacion directa en los alimentos. En frutas frescas varios estudios han informado
beneficios en el control de enfermedades, el retraso de la maduracion y senescenciay la
induccidn de antioxidantes. Si bien algunos estudios han informado efectos favorables
en frutilla entera almacenada tratada con UV-C, no se conoce qué impacto ejercen en su
eficacia variables centrales del proceso como la dosis, la intensidad y el patron de
exposicion. Por otra parte, no se ha evaluado si grado de procesamiento de los frutos
afecta la respuesta a este tipo de tratamientos. En esta tesis se evalud inicialmente la
influencia de la intensidad y dosis de radiacion y del grado de trozado de los frutos en la
calidad de frutillas minimamente procesadas (Capitulo 1). Para ello, frutillas (cv.
Camarosa) cosechadas con un 100% de color rojo, se trozaron en Mitades o Cuartos y
se sometieron antes del almacenamiento a cuatro combinaciones de dosis (2 0 4 k] m?)
e intensidad (9 0 33 W m) de radiacion UV-C. Todos los tratamientos UV-C ensayados
retrasaron el deterioro poscosecha, siendo el efecto beneficioso méas marcados cuando
mayor fue el grado de trozado de los frutos (cuartos). Los tratamientos con la dosis méas
elevada (4 kJ m?) e intensidad alta (36 W m2) de radiacion retrasaron el deterioro y el
exudado, la deshidratacién, el recuento de hongos y el ablandamiento en forma mas
eficaz. Los frutos tratados recibieron ademas mayor puntuacién de consumidores en
atributos sensoriales como frescura, color y aceptabilidad global. Al analizar en la
literatura el patron al que los frutos se somete a la radiacion UV y su relacion con la
eficacia en el mantenimiento de la calidad la totalidad de los estudios realizados han
estudiado un dnico tratamiento antes del almacenamiento. En tal sentido, el impacto que
aplicaciones repetidas en dosis pequefias lo largo del almacenamiento posee en los
frutos, se desconoce. En el Capitulo 11 se estudié la influencia de tratamientos UV-C
sucesivos Yy fraccionados en la calidad y deterioro poscosecha de frutillas refrigeradas.
Frutos (cv. Camarosa) cosechados en madurez comercial se sometieron a los siguientes
tratamientos: i) Control: Frutos sin irradiar, ii) UV-C simple: Una dosis de 4,0 k m2en
una Unica aplicacion antes del almacenamiento, iii) UV-C dos pasos: Sometidos a 2
exposiciones sucesivas de 2,0 kJ m2 al inicio y a los 4 dias de almacenamiento, iv) UV-

C multiples pasos: Frutos sometidos a 5 exposiciones sucesivas de 0,8 kI m?2alos 0, 2,
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4, 6 y 8 dias de almacenamiento. Los tratamientos fraccionados mejoraron el
mantenimiento de la calidad de los frutos respecto a los tratamientos convencionales de
una unica exposicion antes del almacenamiento. Los frutos sometidos a 2 6 5
aplicaciones UV-C en baja dosis se mantuvieron mas firmes y presentaron menor
incidencia y severidad de podredumbres, sin sufrir cambios en el color, azucares o
acidez. Asi mismo estos frutos recibieron mayor puntaje por parte de los consumidores
en evaluaciones sensoriales de frescura y aceptabilidad global que el control, y que la
frutilla expuesta a un Unico tratamiento UV-C antes de la refrigeracion. A fin de
comprender los mecanismos involucrados en la mejora derivada de la aplicacion
fraccionada de la radiacion UV-C, en el Capitulo 111 se estudi6 la influencia del patrén
de irradiacion en el metabolismo de pared celular de los frutos. El ablandamiento fue
mas efectivamente retrasado en las frutillas expuestas a 2 6 5 aplicaciones UV-C en baja
dosis. El retraso en el ablandamiento en los tratamientos fraccionados se asocio mas
estrechamente con la inhibicion de las enzimas a-xilosidasa y p-galactosidasa y con un
retraso en la solubilizacion de pectinas. Finalmente, en el Capitulo 1V se estudié la
influencia del patron de irradiacion en la acumulacién de antioxidantes. La exposicién
fraccionada a la radiacion UV-C no provocd cambios en los carotenoides o acido
ascorbico, pero aument6 el nivel de glutation reducido al final del almacenamiento.
Asimismo, incrementd el contenido de antioxidantes fenolicos. La evaluacion
histoquimica mostro que los tratamientos indujeron a la biosintesis de acidos fendlicos,
especialmente a nivel epidérmico. La exposicion repetida a radiacién UV-C en baja dosis
mostré mayor poder inductor de compuestos fendlicos que tratamientos convencionales,
lo que podria explicar, al menos en parte, la mejor respuesta al ataque de patégenos. El
presente trabajo permitié comprender la influencia de diferentes factores que afectan la

eficacia de los tratamientos UV-C en poscosecha de frutilla.

Palabras clave: Poscosecha, irradiacion, ultravioleta, frutillas, ablandamiento,

antioxidantes.
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ABSTRACT
In the last years, UV-C radiation has started to be evaluated for direct treatments in foods.
In fresh fruit, several studies have reported benefits such as spoilage control, delays in
ripening and senescence, and antioxidant accumulation. While some studies have found
improved keeping quality in UV-C treated strawberries, the impact that process grade
such as the applied dose, intensity, and treatment pattern have on fruit postharvest
performance is still unknown. In her thesis, we evaluated the influence of radiation doses
and intensity on the quality of minimally processed strawberries (Chapter 1).
Commercially mature fruit (cv. Camarosa) was cut in halves or quarts and subjected to
the following pre-storage combinations of dose (Low, 2 kJ m2and High, 4 kJ m) and
intensity (Low, 9 W m2 High, 33 W m?) of UV-C irradiation. High dose and High
intensity UV-C treatment was the most effective condition for maintaining quality and
delaying fruit deterioration. The treatment reduced disease incidence, severity, juice
exudate, and yeasts and mold counts. Regarding the impact of the pattern of UV radiation
exposure on fruit postharvest quality so far almost all studies have focused on a single
pre-storage treatment before storage. In contrast, the impact of successive fractionated
application along storage in fruit composition and physiology is unknown. In Chapter Il
we studied the influence of fractionated UV-C treatment on the quality and postharvest
deterioration of refrigerated strawberry. Fruit (cv. Camarosa) harvested at commercial
maturity was subjected to the following treatments i) Control (non-irradiated), ii) UV-C
Single-Step: 4 kJ m™? UV-C application before storage, iii) Two-Step: two 2 k] m2 UV-
C applications after 0 and 4 days of storage and iv) Multi-Step: five 0.8 k] m? UV-C
applications after 0, 2, 4, 6 and 8 days of storage. The fractionated treatments improved
fruit quality maintenance relative to single step UV-C treatment. Fruit subjected to 2 or
5 low-dose UV-C applications remained firmer and showed lower postharvest rots
incidence and severity. In line with this, the strawberries treated with repeated low dose
UV-C scored best in sensory consumer tests in terms of freshness and global
acceptability. To understand the mechanisms involved, we subsequently studied the
influence of the irradiation pattern in fruit cell wall metabolism (Chapter I11). Softening

was more effectively retarded in strawberries subjected to 2 or 5 low dose UV-C
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applications. The delay in softening found in fruit subjected to fractionated UV-C was
more related to the inhibition of a-xylosidase and p-galactosidase activities, which
delayed pectin solubilization. Finally, in Chapter IV we studied the influence of the
irradiation pattern on antioxidant accumulation. Fractionated UV-C exposure caused no
changes in carotenoids or ascorbic acid but increased the level of reduced glutathione at
the end of the storage period. Also, it elicited the accumulation of phenolic compounds.
The histochemical evaluation showed that the treatments favored the induction of
phenolic acids, especially in the epidermis. This may explain, at least in part, the
improved response against postharvest pathogens. In summary, this work sheds light on
the identification of the influence of major factors such as the dose, intensity exposure
patter has the efficacy of postharvest UV-C treatments in fruits.

Keywords: Postharvest, irradiation, ultraviolet, berries, softening, antioxidants.
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1. FRUTILLA: ORIGENES DEL CULTIVO Y PRINCIPALES ESPECIES
La frutilla pertenece a la Familia Rosaceas, Subfamilia Rosoideas (Hummer y

Hancock, 2009), Tribu Potentillea y género Fragaria. Su nombre deriva del latin fragans y

se relaciona con el aroma caracteristico que presentan sus frutos. Las especies del genero
Fragaria (mas de 150) se encuentran ampliamente distribuidas en el mundo siendo las

principales (Tabla 1):

Tabla 1. Caracteristicas de las principales especies del género de Fragraria.
Especie Caracteristicas

Octoploide. Originaria de

Fragaria Chile y Argentina. Frutos
chiloensis de tamafio medio con
Duch. pOCOS aquenios y poco
aromaticos.

Hexaploide. Caracteristicas

Fragaria del Norte de Europa 'y
moschata Rusia. Frutos globosos, de
Duch. color variable, con

aquenios salientes.
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Tabla 1. Caracteristicas de las

principales especies del género de Frag

Especie Caracteristicas

Fragaria ovalis

Rydb: aquenios hundidos.

Octoploide.

Originaria de
Norteamérica. Fruto de
tamafo medio, rosado,

blando y con presencia de

raria. (Continuacion)

Fragaria vesca

Llamada frutilla de los
bosques y caracterizada
por frutos pequefios, semi-
esféricos, con numerosos

aquenios, de pulpa claray

- muy aromatica.
Octoploide. Originaria de
Norteamérica. Frutos de
Fragaria buen tamano, pero
virginiana menores que los de F.
Duch. chiloensis. Aquenios

hundidos y color rosa a
rojo oscuro, con pulpa

blanca y aromatica.
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Tabla 1. Caracteristicas de las principales especies del género de Fragraria. (Continuacion).
Especie Caracteristicas

Diploide. Espontanea en
Fragaria Europa y el Caucaso. Fruto
viridis Duch.: | verdoso, firme, aromatico y

con aquenios hundidos.

El origen de la frutilla cultivada en la actualidad se remonta al siglo XVI1I, cuando
un Capitan francés encontro a la F. chiloensis en un viaje que hizo por las costas de Chile y
Per( en los afios 1712-1714. Sorprendido por el gran tamafio de éstas en comparacion con
las especies existentes en Europa, el marino decidié llevar cinco ejemplares a su regreso pero
que lamentablemente no lograron fructificar (Lavin y Mauriera, 2000). El botéanico
Duchense logré darse cuenta de que esto era debido a que todas las plantas recolectadas eran
femeninas por lo que se inici6 en la tarea de cruzar F. chiloensis con otra especie F. moschata
que dio frutos pero que no producia semillas viables. Luego en 1765 cruzo la F. chiloensis
con F. virginiana que tiene flores hermafroditas lo que condujo a produccién de frutos
grandes, de buen aroma y con semillas viables dando a la frutilla moderna F. x ananassa
Duch. (Lavin y Mauriera, 2000). Actualmente existe un elevado nimero de cultivares con
caracteristicas diferenciales desde el punto de vista productivo y de calidad de fruto. La
diseminacidn del cultivo de frutilla por casi todo el mundo se debe al desarrollo de variedades
con distinto grado de adaptacion ecoldgica y a los modernos sistemas de manejo de cultivo,
lo cual hace posible su produccion desde las regiones frias hasta las regiones tropicales y
subtropicales (Benavides y col., 2009). Los genotipos de frutilla se clasifican segun su
requerimiento de horas de luz en variedades de dia corto (son las que responden a
fotoperiodos de menos de 14 horas de luz y que presenta generalmente dos periodos de
cosecha en el afio) y variedades de dia neutro (no responden a la cantidad de horas de luz y
solo necesitan temperaturas del suelo por sobre los 12 °C para florecer. Su produccién es mas

homogénea a lo largo de la temporada.
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2. PRODUCCION DE FRUTILLA

2.1 Produccion y comercio mundial

La produccién mundial de frutilla asciende a 8.337.099Tn (Tabla 2) con un crecimiento
anual en promedio alrededor del 4 al 5% anual.

Tabla 2. Produccién de frutilla a nivel mundial (FAOSTAT, 2020).

Produccion
(Tn)
2013 7.298.004
2014 7.529.827
2015 8.086.324
2016 7.901.882
2017 8.069.134
2018 8.337.099

Los principales paises productores son China con 2.955.453 Tn, Estados Unidos
1.296.272 Tn, México 653.369 Tn, Turquia 440.968 Tn y Egipto con 362.639 Tn y
(FAOSTAT, 2020). Con respecto al comercio internacional el mayor exportador de frutilla
es Espafia con 314.256 Tn, seguido por Estados Unidos, México, Paises Bajos, y Bélgica.
Por su parte el mayor importador de frutilla es Estados Unidos con 165.329 Tn, seguido de

Alemania, Canadé, Francia y Reino Unido.

2.2 Produccion nacional

El cultivo de frutilla en Argentina tiene una superficie de aproximadamente 1000 ha que
producen unas 50.000 Tn de fruta. Las provincias de Santa Fe, Tucuman y Buenos Aires
representan alrededor del 70% de la produccion total del pais. Aproximadamente el 60% de

la fruta se consume fresca y el 40% se procesa. De esta ultima, s6lo una pequefa fraccion
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(1.030 toneladas) se exporta, principalmente a los Estados Unidos (SENASA, 2016). La
frutilla se comercializa durante todo el afio (Tabla 3) a partir de la regionalizacion actual.
Durante el invierno iniciando en Junio la provision esté a cargo de (Salta y Tucuman); luego
ingresan al mercado Corrientes y Santa Fe con Coronda como una de las zonas mas
importantes a nivel nacional entre los meses de Septiembre y Diciembre. El cinturon
horticola de Buenos Aires comercializa su produccion en los periodos Octubre y Diciembre
y Febrero-Marzo. Finalmente, la zona sur del pais produce entre Diciembre y Marzo.

Tabla 3. Epoca de cosecha de frutilla para las principales zonas productivas del pais.
(Kirschbaum y col. 2017).

Estacion | Provincia | E FI M| A | M J J A S O N D
Tucuman ” " . g o g ﬁ
Invierno e % % % % % %
o 999 9@
v o 9o vee
| e | 9|9 @ 2K 2K 2K
e 9 999 \AA AL
mERDN B
Patagonia ﬁ % ﬁ %
el AL 2R AL v

e Tucuman y Jujuy: En Tucuman, la produccion de frutilla, de unas 350 ha, se
concentra en el Departamento Lules, habiendo también cultivos de frutilla en los
Departamentos Alberdi, Monteros, Famailld y Tafi del Valle. La cosecha inicia con
variedades tempranas en el mes de Mayo. La produccion frutillera de Jujuy (~150 ha) se
caracteriza es su gran numero de productores con relacion a la superficie plantada. La
actividad se concentra en el Valle de los Pericos, Departamento EI Carmen. Otra

particularidad de Jujuy es que una parte importante de los productores deja el cultivo de un
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afio para el otro. La fruta se comercializa en su totalidad en mercados locales, siendo la ciudad

de Salta el destino que méas volimenes demanda.

e Santa Fe: La Provincia de Santa Fe tiene una superficie de 350 ha plantada con
frutilla con rendimientos que oscilan de los 16.000 a los 40.000 kg/ha. La mayor parte (85%)
se encuentra concentrada en la zona de Coronda, en la actualidad existen cinco fabricas que
procesan la frutilla. Los destinos son varios: heladerias, mermeladas, reposterias, yogures. El
cultivo de frutilla en Santa Fe se caracteriza por la amplia difusion de tecnologias, micro y
macro tuneles. Con ellas logran, por un lado, dafios por heladas, granizo y lluvias; y por otro,
aumentar la produccion de fruta primicia, del rendimiento total, y mejorar la uniformidad de
maduracion y tamafio de los frutos. En cuanto a los genotipos empleados se suelen plantar
multiples variedades, con el objetivo de tener cantidad y calidad a lo largo de toda la

campafia, priorizando la fruta de primicia.

o Buenos Aires: El cultivo de frutilla se encuentra concentrado en la zona sur del Area
Metropolitana de Buenos Aires, que incluye al cordon horticola de La Plata, Florencio Varela
y Berazategui. En 2017, la superficie cultivada de frutilla en el partido de Florencio Varela
estaria por encima de las 80 ha (110 productores), mientras que el cinturén horticola del Area
Metropolitana de Buenos Aires supera ampliamente esa superficie. Florencio Varela se
destaca en la zona sur por el cultivo de frutilla. Esta satisface de manera creciente el mercado
de Buenos Aires al ir disminuyendo la llegada de frutilla desde Coronda y Mar del Plata. El
sur del AMBA tiene las ventajas de estar al lado del gran mercado consumidor, lo que
disminuye los costos logisticos y que la region sea muy competitiva. Aunque la zona no
posee los mejores suelos ni recursos hidricos para este cultivo, las ventajas de su localizacion
y la tecnologia de produccién incorporada han impulsado notoriamente la expansion del
cultivo de frutilla. Con unas 130 ha cultivadas, la produccion de frutilla de Mar del Plata
aporta, desde fin de primavera hasta el otofio. Las plantaciones son bianuales, es decir, las
mismas plantas se utilizan durante dos afios consecutivos. Los rendimientos del cultivo de
frutilla en la regidn se ubican entre los méas altos del pais, logrando 90-100 Tn/ha s6lo en el

primer afio de produccion.
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o Patagonia: Sudoeste de la provincia de Rio Negro En las localidades de EI Bolson,
El Manso, Mallin Ahogado, Lago Puelo y ElI Hoyo, en la campafia 2016/17, unos 50
productores cultivaron alrededor de 25 ha de frutilla. Esta region se destaca por su produccion
organica de frutilla, la presencia de numerosas fabricas de dulces artesanales y porque se
puede cosechar 3 afios de la misma planta. Toda la fruta se comercializa en la regién. Fueron
mayores las cantidades de hectareas que pasaron de un sistema de produccion al aire libre a

la utilizacién de microtuneles.
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3. MORFOLOGIA, COMPOSICION, MADURACION, CALIDAD Y
POSCOSECHA
3.1. Morfologia de los frutos

Los frutos verdaderos derivados de cada pistilo fertilizado son los aquenios frutos secos
indehiscentes, uniseminados, de color amarillo, verdoso, rojo o marron que miden
aproximadamente 1 mm de largo y que se encuentran en la superficie insertados en pequefias
depresiones mas 0 menos profundas denominadas criptas. Un fruto de tamafio medio puede
tener aproximadamente 150 a 200 aquenios, y en frutos de mayor tamafio puede llegar a tener
400 aquenios. La fraccion comestible carnosa es un fruto compuesto denominados
botanicamente eterio que se origina a partir del engrosamiento de un pequefio tallo conico
sobre el que se ubicaban los pistilos florales luego de la fecundacion (Figura 1). Los frutos
alcanzan la madurez a los 25y 35 dias después de la fecundacion, dependiendo de la variedad
y época del afio. El receptaculo maduro tiene hasta 5 cm de didmetro de forma achatada,
globosa, conica, reniforme, redondeada, alargada (Branzanti, 1989). Su color puede ser
rosado, carmin, rojo o parpura. El receptaculo presenta una gran variedad de sabores, aromas
y una textura que caracteriza a cada variedad. En la base del fruto se encuentra el caliz con
sépalos adherentes, libres o reflejos y de color verde, aunque en ciertos casos pueden

presentar tintes rojizos.

Pedunculo

4, Caliz

Aquenio

Receptaculo —

Haces vasculares

Médula
Epidermis

Parénquima

Figura 1. Estructuras externas e interna de la frutilla.
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3.2. Composicion de los frutos

Desde el punto de vista de su contribucién a las dietas saludables la frutilla al igual que
otros berries se considera una excelente fuente de agua, fibra y antioxidantes. Con respecto
a los componentes que contribuyen en mayor medida a sus propiedades organolépticas se

destacan los azUcares y acidos organicos, los compuestos aromaticos y los pigmentos.

e Agua: Al igual que en la mayor parte de los productos fruti-horticolas frescos el agua
es el componente mayoritario. Su porcentaje oscila dependiendo de la variedad entre 90 y
94% (Vicente y col., 2014).

e Fibra: El contenido de fibra dietaria es aproximadamente 2%. Dentro de ella la fibra
insoluble corresponde al 78% del total. Los principales componentes de esta fraccion son los
polisacaridos estructurales de las paredes celulares primarias del receptaculo (celulosa,

hemicelulosa y pectina) y de los aquenios (Marlett, 1994).

Tabla 4. Composicidn de frutilla. Valores expresados cada 100 g de producto fresco (USDA,
2020).

Componente Cantidad Unidad
Agua 90-94 g
Energia 32 Kcal
Proteina 0,7 g
Lipidos 0,3 g
Carbohidratos 7,7 g
Fibra 2 g
Azlcares 4,9 g
Calcio 16 mg
Hierro 0,4 mg
Magnesio 13 mg
Fosforo 24 mg
Potasio 153 mg
Sodio 1 mg
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Tabla 5. Composicidn de frutilla. Valores expresados cada 100 g de producto fresco (USDA,
2020). (Continuacion)

Componente Cantidad Unidad
Vitamina C 58,8 mg
Tiamina 0,02 mg
Riboflavina 0,02 mg
Niacina 0,39 mg
Vitamina B-6 0,05 mg
Folato 24 Mg
Colina 5,7 mg
Vitamina A, 1 Mg
(Eq. retinol)
Vitamina E 0,29 mg
(alfa-tocoferol)
Vitamina K 2,2 Mg
(filoquinona)

e Azucares: Los azlcares son los compuestos mas abundantes luego del agua.
Contribuyen directamente sobre el sabor de los frutos. Si nivel puede variar entre 5y 10%
dependiendo del genotipo, el estado de madurez y las condiciones de cultivo (Kallio y col.,
2000). En frutilla la glucosa y fructosa representan cerca del 80% del total de los azlcares
(Wrolstad y Shallenberger, 1981) y cerca de 15% corresponden a la sacarosa. Otros
azlcares como xilitol, sorbitol y xilosa también pueden encontrarse en pequefias
proporciones (Mékinen y Séderling, 1980). Los azUcares se incrementan durante el periodo
de maduracion en forma progresiva. Dado que los frutos no acumulan niveles significativos
de almiddn la cosecha prematura de los mismos redunda en una reduccion del sabor de los

frutos en la madurez de consumo (Gierson y Kader, 1986).

e Acidos organicos: Los &cidos organicos presentes en frutilla son principalmente el

citrico y el malico siendo el primero el mas abundante. También se encuentran cantidades
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considerables de acido ascérbico, isocitrico, succinico, oxalacetico, glicérico y glicolico. La
acidez puede oscilar entre de 0,5 a 1,5% (Mitchell y col., 1996).

e Antioxidantes: Los berries se consideran una de las fuentes méas ricas de
antioxidantes naturales. Si bien la frutilla contiene acido ascérbico, glutation, carotenoides,
vitamina E y compuestos fenolicos (Wang y Jiao, 2000) se ha demostrado que el ultimo
grupo es el predominante (Wang y Lin, 2000). Los compuestos fendlicos representan un
gran grupo de metabolitos secundarios que contienen uno o méas anillos aromaticos con
grados variables de hidroxilacién, metoxilacion y glicosilacion. Su contribucion a los frutos
excede su rol antioxidante e involucra aspectos vinculados con el color (ej. antocianos), sabor
(amargor) y sensaciones trigeminales (astringencia) (Wang y Lin, 2000). El contenido total
de compuestos fendlicos en frutilla se ubica entre 0,05 y 0,15%. Se trata de un grupo muy
complejo y amplio siendo los més relevantes en berries los &cidos fendlicos, los flavonoides
como las antocianinas y los taninos (elagitaninos) (Rekika, y col., 2005).

El &cido ascorbico es un compuesto hidrosoluble que posee importantes funciones
metabolicas. Dado que no puede ser sintetizado por el hombre es considerado una vitamina
(Perkins-Veazie, 1995). El contenido de &cido ascorbico en frutilla es particularmente
elevado (58 mg/100 g) si se lo compara con otros frutos, aunque los niveles oscilan
dependiendo de la variedad, estado de madurez y condiciones de cultivo (Badejo y col.,
2009; Li, y col.,, 2009; Zechmann y col., 2011). Los carotenoides son el grupo de
antioxidantes lipofilicos mas comun, aunque en frutillas su nivel es limitado (Marinova y
Ribarova, 2007; Britton y col., 2012). Los tocoferoles y tocotrienoles son mas prevalentes
en frutales ricos en grasa, pero se encuentran en niveles bajos en berries (Vicente y col.,
2014).

e Pigmentos: El color de la frutilla madura esta dado por la presencia de antocianinas.
Son derivados fenodlicos pertenecientes al subgrupo de los flavonoides que pueden
encontrarse acetilados y glicosilados. Las antocianinas de frutilla se derivan
mayoritariamente de la pelargonidina (Mazza y Miniati, 1993), raramente se encuentran en

forma libre, ya que forman glicésidos. Los azUcares presentes pueden incluir a la glucosa,
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ramnosa, galactosa y arabinosa (Vicente, 2004). La principal antocianina presente en frutilla

es el pelargonidin-glucésido (Manning, 1993).

e Compuestos volatiles: El aroma caracteristico de la frutilla est4 dado por la mezcla
de varios tipos de moléculas volatiles. Las diferentes fuentes consideran a los esteres
metilicos y etilicos del &cido butanoico esteres del &cido hexanoico y linalol. Al analizarse
trabajos que evaltan la preferencia de consumidores muestran con mejor puntaje a variedades
que poseen mas cantidad de esteres acido hexanoico y decalactonas (Du y col., 2011). El
furaneol derivado del metabolismo de la arabinosa ha sido también descrito como un
compuesto volatil relevante en la frutilla (Zabetakis y col., 1999; Jimenez-Garcia y col.,
2013).

3.3. Fisiologia de la maduracién

La maduracién involucra una compleja serie de cambios bioquimicos y fisiologicos,
genéricamente regulados que finalizan con la obtencién de un 6rgano atractivo desde el punto
de vista de su color, sabor, textura y aroma y por tanto que facilita la dispersion de las
semillas. Esta es de hecho la funcién evolutiva del proceso (Giovannoni, 2001; White,
2002). Estudios gendmicos muestran que cerca del 15% de los genes expresados muestran
cambios diferenciales durante el proceso de maduracion de frutilla (Sanchez Sevilla y col.
2017).

La frutilla es un fruto con una elevada tasa respiratoria (50-100 mL CO2 kg™ h't a 20 °C)
(Mitchell y col., 1996) y por ello es altamente perecedera. Desde el punto de vista de su
patron de maduracion es un fruto no climatérico. Esto implica por un lado que la tasa
respiratoria no muestra un pico durante el desarrollo de los frutos, sino que presenta una
tendencia decreciente (Brady, 1987). El rol del etileno en la regulacion del proceso de
maduracion es acotado. Sin embargo, la hormona posee algunos efectos como cierta
aceleracion del color (Pech y col., 2018) y la induccion de genes asociados con el proceso
de ablandamiento (Giovannoni, 2001). Por otra parte, dado que estimula el desarrollo de
ciertos hongos deteriorantes, su presencia en la poscosecha es indeseable (Giovannoni,
2001). Con relacion a la produccién de la hormona, la frutilla muestra niveles muy bajos

(<0,1 pL kgt h't a 20 °C) (Kader, 2007). La regulacion del proceso de maduracion de estos
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frutos se ha asociado en mayor medida con los niveles de &cido abscisico (ABA) y auxinas.
El ABA es sintetizado en los cloroplastos y otros plastidos y muestra una acumulacion
durante la maduracién en los aquenios, aunque pocos cambios en el receptaculo (Archbold
y Dennis, 1984). Jiang y Joyce (2003) encontraron que el tratamiento con ABA provocé el
incremento del color rojo debido al aumento de contenido de antocianinas y redujo la firmeza.
Las auxinas incluyen diferentes compuestos indélicos y que poseen una cadena alifatica
lateral derivados del aminoacido triptdfano. La mas comun es el acido 3-indol acético (AlA).
En la frutilla las semillas en desarrollo en el interior de los aquenios producen auxina que
promueve en etapas iniciales de desarrollo el crecimiento de los frutos. Posteriormente
durante la maduracion el contenido de auxinas desciende y se ha sugerido que este descenso
elimina la represién de genes necesarios para llevar adelante el proceso de maduracion (Pech

y col., 2018). Los principales cambios acompafian la maduracion son:

e Desarrollo de color: Es el cambio més evidente (Figura 2). Se debe a laacumulacion

de antocianinas en una ruta metabdlica regulada por la enzima fenilalanina-amonio-liasa.
(Cerezo y col., 2010). El pelargonidin-3-glucésido y el cianidin-3-glucésido son casi
exclusivamente responsables del color rojo de la frutilla (Nunes y col., 2006). Ambos
pigmentos aumentaron significativamente desde la cosecha temprana hasta la cosecha
avanzada en frutos maduros en el campo (Figura 2). Wrolstad y col., (1990) informaron que
la diferente proporcion de pelargonidina y cianidina esos dos pigmentos afectan el color de
diferentes variedades de frutilla. Perkins-Veazie, (1995) indicaron que los frutos de frutilla
maduran de etapas de color blanco a rojo en 5 a 10 dias en el campo, dependiendo de la
temperatura del aire, y Ménager y col., (2004) informaron que las frutillas progresan del

estado medio rojo a los tres cuartos rojos dentro de 2 a 3 dias en la planta.
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Figura 2. Serie de maduracion de frutilla.

e Desarrollo de sabor y aroma: Durante la maduracion los frutos importan sacarosa

proveniente de la actividad fotosintética de las hojas. La enzima invertasa participa en la
hidrolisis de esta para generar glucosa y fructosa que como se menciond con anterioridad
representen los principales azlUcares determinantes del sabor de los frutos. Los azucares
aumentan marcadamente durante la maduracion por tal motivo cuando mayor tiempo
permanezcan los frutos en la planta antes de la cosecha mayor sera su dulzor (Reis y col.,
2020). En linea con la acumulacion de azlcares se observa un incremento en el contenido de
alcanos, acidos grasos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y furanonas. Muchos de los

cuales sirven como precursores de la sintesis de compuestos volatiles (Zhao y col., 2020).

e Cambios texturales durante la maduracion: El ablandamiento es un cambio

determinante en la aceptacion de los frutos por parte de los consumidores. De todos modos,
en ciertos frutos como es el caso de los berries ocurre en forma tan intensa y rapida que puede
limitar la capacidad de almacenamiento e incrementar el ataque de hongos (Perkins-Veazie,
1995). El proceso de pérdida de firmeza se asocia en buena parte con la degradacion de la

estructura y composicion de la pared celular por accion conjunta de numerosas enzimas.

3.4. Calidad, cosecha y acondicionamiento a campo de la frutilla

e Indices de calidad de frutilla: Los principales atributos de calidad de frutilla son el

tamanio, la uniformidad de forma, el desarrollo de color parejo y completo, la presencia de
un caliz completo verde y turgente sin manchas y la ausencia de dafios mecanicos en el
receptaculo. Desde el punto de vista del flavor contribuyen factores de calidad el aroma

atractivo y con un elevado contenido de solidos solubles (7%) y una acidez equilibrada
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(menor a0,8%). (Mitcham y col., 2002). Con respecto a la textura los frutos deben ser firmes,

pero jugosos.

e Cosecha y acondicionamiento: La cosecha es de gran importancia ya que de ella

dependerd en gran medida la vida util de la fruta. El indice de madurez utilizado por
excelencia es el color superficial. Asi, los frutos se cosechan cuando presentan 75% 0 mas
de la superficie roja. Dado que la maduracion ocurre en el cultivo en forma diferente para los
distintos frutos, la cosecha debe ser escalonada. Cualquier factor que tienda a producir dafios
como magulladuras o exceso de manipuleo en la cosecha favorece la propagacion de
enfermedades. En ese sentido, se deben tener en cuenta una correcta planificacion y
preparacion e higienizacion de todos los materiales necesarios (Morales y col., 2017). La
cosecha se realiza a mano, tomando la fruta por el pedunculo que se corta de 0,5 a 1 cm desde
el caliz, doblando y tirando suavemente para quebrarlo. Se debe evitar el exceso de presion
con los dedos sobre el receptaculo. Para venta en fresco se debe dejar el caliz adherido. Los
cosecheros no deben juntar las frutas en las manos ni presionarlas ya que provocan lesiones
que disminuyen la calidad y conservacion (Caminiti, 2015). En las cajas cosecheras no deben
colocarse més de dos o tres capas de fruta. Debe evitarse que los frutos sufran cortaduras con
los bordes de los envases. Normalmente una persona entrenada cosecha entre 150 y 200 kg
en una jornada. Se debe eliminar la fruta sobremadura, dafiada por hongos, insectos o
deformada, enterrandola en lugares apartados de la plantacion, pues los hongos crecen y
esporulan produciendo gran cantidad de in6culo. Se debe tener una proteccién del
calentamiento por el sol y hacer un traslado rapido del campo al cuarto de enfriado dentro de

la siguiente hora. Por todo este resulta muy importante la capacitacion del personal.

3.5. Principales problemas de poscosecha y estrategias comunes para reducirlos

Las pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas frescas pueden alcanzar frecuentemente
niveles de 25-50% (Kader y Rolle 2004). Los niveles superiores de este rango no son poco
comunes para frutas con alta tasa respiratoria y delgada piel como la frutilla. Las principales
causas de deterioro son la deshidratacion excesiva, el dafio mecanico, las podredumbres y la

sobre maduracion.
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i) Deshidratacion: La frutilla es muy sensible a la pérdida de agua debido a que se trata

de un fruto relativamente pequefio y sin marcada deposicion de ceras superficiales. La
deshidratacion provoca una pérdida de firmeza y en una reduccion de brillo superficial.

ii) Dafio mecanico: Los dafios mecanicos reducen marcadamente la vida Util de los frutos

por diferentes motivos. En primer lugar, constituyen una via de ingreso a microorganismos
responsables de podredumbres. Asimismo, favorecen la deshidratacion al reducir la
resistencia de los tejidos al flujo de vapor de agua. Desde el punto de vista comercial, los
frutos que presenten heridas resultaran menos aceptados por los consumidores. Asimismo, el
dafio mecénico estimula la respiracion e incrementa su produccion de etileno lo que conspiran
contra una vida util prolongada (Kader, 2002). Las consecuencias de las heridas ocasionadas
por mas pequefias que sean suelen ponerse en manifiesto en la poscosecha cuando los frutos
desarrollan repetidamente podredumbres. Un pequefio nimero de frutos heridos resultara en

un aumento sustancial en el ataque microbiano y en la contaminacién de frutos adyacentes.

iii) Podredumbres: Una de las principales causas del deterioro de la frutilla son los

hongos de poscosecha. El ataque o pudricion de la frutilla es debido mayormente a Botrytis
cinerea 0 moho gris, patégeno capaz de atacar a los frutos en el campo y permanecer latente
hasta la poscosecha. Los frutos con podredumbre por Botrytis suelen mostrar un micelio
blanco que se torna gris cuando se produce la esporulacion. Si bien lo hace lentamente, este
hongo continla creciendo aun a temperaturas tan bajas como 0 °C. Otro agente causal de
podredumbres en frutilla es Rhizopus stolonifer, aunque los dafios suelen ser menores si se

refrigera convenientemente a los frutos.

iv) Sobre maduracién: En muchos casos la causa principal de deterioro de los frutos es

la sobre maduracién. Los frutos sobre maduros presentan color oscuro asociado con una
acumulacion elevada de antocianos y con un aumento del pH. Los frutos sobre maduros
también suelen presentar defectos en el caliz (pardeamiento, degradacion de clorofilas) y una
pérdida de brillo superficial y ablandamiento excesivo que los hace menos aceptados por los

consumidores.
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El control del deterioro de los frutos puede llevarse adelante mediante el empleo de
diferentes tecnologias. A continuacion, se resumen las principales estrategias disponibles en

el caso de berries frescos.

- Refrigeracion. La reduccion de la temperatura al menor valor posible por encima de la
congelacion es la mejor estrategia para maximizar la vida util. A esto se suma un adecuado
control de la humedad. Los frutos deben enfriarse rapido luego de la cosecha. La frutilla se
adapta bien a procesos de pre enfriado con aire forzado. Contrariamente, el enfriamiento con
agua o vacio no son recomendados. La frutilla es un fruto no sensible al frio por lo que se
recomienda su almacenamiento a 0 °C. Con respecto a la humedad relativa al igual que para
otros frutos los niveles 6ptimos de ubican cerca de 90%. Deben evitarse oscilaciones que
favorezcan la deposicion de agua libre sobre la superficie de los frutos ya que favoreceria el
incremento de podredumbres. Mas alla de los claros beneficios del correcto manejo de la
temperatura aun en condiciones éptimas la poscosecha rara vez excede los 7 dias. Por ello en
caso de pretenderse almacenamientos mas prolongados debe recurrirse al empleo de

tecnologias complementarias.

- Atmosferas modificadas (AM): Las atmdsferas modificadas muestran buena respuesta
en los berries. Los niveles de O, y CO, recomendado para frutilla son 5% O2 y 15% de CO>
(Mitcham y col., 2002). De todas maneras, comercialmente no se utilizan en demasia dado
que se requiere inyeccién de CO, para lograr esos niveles si se respeta el manejo de
temperatura antes mencionado lo que aumenta su costo y dificultad de empleo.

-Otras tecnologias de poscosecha. Diversas tecnologias han sido evaluadas para
complementar la refrigeracion y extender la vida util de frutilla. Dentro de ellas podemos
mencionar los tratamientos térmicos de alta temperatura (Vicente y col., 2006; Langer y
col., 2018), el ozono en agua (Nayak y col., 2020) los tratamientos con calcio (Niazi y col.,
2020), la aplicacién de recubrimientos (Yuan y col., 2020; Xu y col., 2020), le tratamientos
con inductores de respuestas de defensa como el jasmonato (Han y col., 2019; Zufiga y

col.,2020), quitosano o &cido salicilico (EI-Mogy y col., 2019; Riaz y col., 2020; Nguyen y
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col., 2020), y la irradiacion con radiaciones ionizantes (Barkaoui y col., 2020; Yoon y col.,
2020) UV (Forgesy col., 2020; ), o incluso visible (Xu y col., 2014; Luksiene y Buchovec,
2019). La mayor parte de los tratamientos han reportado buenos resultados a nivel
experimental, pero no han avanzado en forma comercial. Esto puede asociarse con diferentes

causas a veces concurrentes:

i- Dificultades de aplicacion a gran escala. Por ejemplo, el calcio o el ozono disuelto
requieren la pulverizacion o inmersién y en poscosecha los berries se manejan en seco
(Kader, 2002).

ii- Condiciones dptimas de tratamiento cercanas a las que inducen dafo de los frutos.
Por ejemplo, en los tratamientos térmicos de alta temperatura con aire aumentos de 1 0 2 °C
pueden resultar la diferencia entre dafio de los frutos o una muy buena respuesta) y puede

favorecerse la deshidratacion (Vicente y col., 2006; Figueroa y col., 2012).

iii- Inconsistencias en las respuestas a los tratamientos. Esto suele ser comin en
tratamientos que dependen casi exclusivamente la induccion de respuestas bioldgicas en los

frutos como por ejemplo los bioestimulantes (Romanazzi y col., 2013).

iv- Dificultades logisticas para el empleo de los tratamientos a nivel comercial: La
irradiacion por rayos gamma ha mostrado buenos resultados e nivel experimental (Reddy y
col., 2018) pero requiere para su aplicacion comercial contar con plantas habilitadas que se
encuentran muchas veces a cientos de kildbmetros de los sitios de produccion. Esto implica
pérdida de tiempo, manejo abusivo de temperatura y costos extra en transporte. En este punto
la radiacion ionizante se diferencia sustancialmente de la UV-C que muestra mucho menos
restricciones para su empleo y que potencialmente puede adaptarse a galpones de

acondicionamiento de fruta.

v- Falta de comprensidn de los factores que afectan la eficacia de los tratamientos. Esto
ocurre para diversos métodos especialmente para los mas recientes y es el caso para los

tratamientos UV que se estudian en la presente tesis. Para ellos aln se desconoce el impacto

19



Introduccion general

de variables centrales de proceso como intensidad, dosis, modo de procesado o forma de

exposicion a la radiacion posee en muchos productos

4. USO DE LA IRRADIACION UV-C EN LA POSCOSECHA DE FRUTAS
FRESCAS COMO TRATAMIENTO PARA MANTENER LA CALIDAD

4.1 Aspectos generales de la radiacion ultravioleta

La desinfeccién por medio de la radiacion ultravioleta sustenta su base por tener es
energia de onda corta que pertenece al grupo de las radiaciones luminosas. Por tanto, la
radiacion puede redirigirse, desviarse, fragmentarse y reflejarse. Sin embargo, todavia son
invisibles para el ojo humano. Los rayos ultravioletas son producidos artificialmente por
lamparas de vapor de mercurio. Existen varios tipos de lamparas ultravioleta seglin su uso y
potencia requerida. El uso de tecnologia ultravioleta para la desinfeccion involucra la region
ultravioleta del espectro electromagnético con longitudes de onda entre 100 y 400 nm. La
radiacion ultravioleta (UV) es aquella que se ubica en el espectro en la region de longitudes
de onda menores a la radiacion visible entre 100 y 400 nm (Figura 3). Los rayos ultravioletas
suelen producirse frecuentemente por lamparas de vapor de mercurio (Pierce, 2006), Esta
region del espectro puede a su vez subdividirse en UVA, UVB, y UVC.
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Figura 3. Diferentes zonas del espectro de radiaciones no ionizantes
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-Radiacion ultravioleta A (UV-A): se encuentra ubicada entre los 400-320 nm. Se han
realizados pocos estudios en poscosecha, tiene mas interés en cultivo ya que es la que
mayoritariamente llega del sol y afecta al desarrollo vegetal (Morales y col., 2010).
Actualmente, los experimentos de atenuacién de campo son la fuente de informacion mas
confiable sobre los efectos de los rayos UV-A. Las respuestas comunes de las plantas a los
rayos UV-A incluyen efectos tanto inhibidores como estimulantes sobre la acumulacién y
morfologia de la biomasa. Los efectos de los rayos UV-A incluyen efectos frecuentemente
inhibidores de la acumulacion de biomasa, aunque estimulante de ciertas facetas del
metabolismo. Estos efectos pueden a su vez variar dependiendo del érgano considerado.
(Verdaguer y col., 2017)

-Radiacion ultravioleta B (UV-B): esta se ubica en el rango de los 320280nm. Los
tratamientos con UV-B retrasan la maduracion y la senescencia. También se ha demostrado
que la irradiacion UV produce antioxidantes y acumulacion en algunos productos (Jansen y
col., 2010). Algunos frutos expuestos al sol que reciben una mayor luz UV-B suelen mostrar
un mayor nivel de antioxidantes que fruta desarrollada en zonas oscuras del canopeo
(Castagnay col., 2013; Suny col., 2014).

Radiacion ultravioleta (UV-C): esta se encuentra ubicada entre los 200 y 280 nm. Se destaca
por su elevado poder germicida. Esta radiacion es la que mas absorben el ADN, el ARN y
las proteinas. Se destaca por su elevado poder germicida directo. Este efecto se basa en buena
parteen la absorcion de fotones de las moléculas de ADN Y ARN. La reaccion fotoquimica
provoca la dimerizacién de los enlaces del ADN y el ARN, que inhibe la capacidad de los
microorganismos de replicarse. En este rango se conoce es reconocido por su poder

germicida dada su alta efectividad para la desinfeccion de bacterias y virus.
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Figura 4. Mutaciones inducidas por la radiacion UV en el ADN, Adaptado de LIT, tecnologia
ultravioleta. (2017)

4.2 Principales efectos de la irradiacion UV-C en poscosecha de frutos

La radiacion UV-C se ha evaluado en la poscosecha de frutas y hortalizas con diferentes
objetivos dentro de los que se destacan a) Control de enfermedades poscosecha, b) la
induccion de antioxidantes y/o antimicrobianos, c¢) el control de la maduracion y la
senescencia y d) la reduccion de algunos desordenes fisiol6gicos

a.) Control de enfermedades de poscosecha.

Los primeros estudios realizados con radiacion UV en frutos perseguian la
descontaminacién superficial por via seca (Liu y col., 1993; Nigro y col., 2000). Esto se
asocia con varios efectos mediados con la radiacion UV-C dentro de los que se destaca en
primer lugar su poder germicida. De todos modos, varios estudios posteriores mostraron que
el modo de accion de estos tratamientos cuando se aplican en vegetales metabdlicamente
activos excede la accién ante dicha, e implica la activacion de respuestas naturales de defensa
en los frutos. Un efecto observado como consecuencia de la exposicién a la radiacién UV en
vegetales fue la induccion de antioxidantes (Gardner y Shama, 2000) la mejora de la
tolerancia al estrés en general (Santos y col., 2013) o la induccion de enzimas de defensa
(Bakay col., 1999: Shama y Alderson, 2005).
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b) Induccién de antioxidantes y-o antimicrobianos. Poco tiempo luego de inducirse
la aplicacion de tratamientos UV-C en productos metabdlicamente activos se observo que los
mismos respondian a la fruente externa de radiacion induciendo la acumulacion de
compuestos antimicrobianos (Ben Yehoshua y col., 1992; Mercier y col.,, 1993) y
antioxidantes (Barka y col., 2000; Marqgueni y col., 2002; Cantos, y col. 2002). A partir de
ello se sugirié que estos tratamientos podian considerarse una estrategia para mejorar las
defensas y el poder nutracéutico de lo vegetales (Gonzaléz-Aguilar y col., 2007; Perkins-

Veazie y col., 2008; Romanazzi, y col., 2016).

c.) Control de la maduracion y senescencia. Otro efecto descrito como consecuencia
de la exposicion a la radiacion UV es el retraso en la maduracion y senescencia. Asi en
algunos frutos se observo retraso en el ablandamiento principalmente y en la degradacion de
la clorofila en tejidos verdes (Lamickanray col., 2005; Darréy col., 2017). Los efectos en
la coloracion son variables dependiendo del grupo quimico considerado. Mientras que la
radiacion UV provoca en muchos casos la activacion de la biosintesis de las antocianinas
(Baka y col. 1999; Cantos y col., 2002; Perkins-Veazie y col., 2008), no suele inducir

sustanciales cambios en los carotenoides (Maharaj y col., 1999).
d) Control de desérdenes fisioldgicos. Algunos trabajos muestran que la irradiacion
UV-C se puede reducir el dafio por frio (Vicente, y col., 2005; Gonzéalez-Aguilar, y col.,

2005; Pongprase y col., 2011).

4.3 Tratamientos UV-C en poscosecha ¢qué factores afectan su eficacia?

Los aspectos antes mencionados si se consideran en su conjunto parecieran indicar que
los tratamientos UV-C muestran un gran potencial y un elevado abanico de posibilidades en
términos de los posibles efectos que pueden lograrse para reducir el deterioro poscosecha de
frutas y hortalizas. De todos modos, estas respuestas rara vez pueden lograrse. Por otra parte,
el grado en el que se manifiestan depende marcadamente del producto vegetal y las
condiciones de irradiacion empleadas (Rivera-Pastrana y col., 2007; Mditshwa y col.,
2017; Li y col., 2020). Con respecto al producto se han descrito diferencias muy grandes

dependiendo de la especie vegetal, de la variedad empleada y del estado de madurez. (Liy
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col., 2020). El nivel de procesamiento podria especularse como otra variable que afecte tanto
el tipo como el grado de respuestas. Al respecto algunos trabajos apoyan esto, focalizando
en la capacidad inductora de compuestos antioxidantes varios estudios concluyeron con
claridad que a mayor grado de procesamiento el nivel de respuesta a la radiacion se exacerba.
(Surjadinata, y col., 2017). De todos modos, desde el punto de vista del efecto en la calidad
integral de los productos muy pocos trabajos han analizado el impacto del grado de
procesamiento en la eficacia de los tratamientos UV-C. El otro de factores determinantes de
la eficacia de los tratamientos UV-C son las condiciones y forma de irradiacion. Al respecto
al revisar la literatura resulta llamativo que el impacto que ejercen algunas variables que
podrian ser relevantes no se han explorado aun. Casi la totalidad de los trabajos publicados
hasta la fecha han focalizado en comprender la influencia de la dosis de radiacion como
principal variable de eficacia (Civello y col., 2006; Li y col., 2020). Un factor que a priori
también pareciera central como la intensidad de radiacion no ha recibido practicamente
atencion lo cual es al menos llamativo. De hecho, aun en la actualidad muchos trabajos solo
informan dosis total de radiacion sin expresar la intensidad de la misma o el tiempo total de
tratamiento. Esto posee interés tanto fundamental y tecnol6gico. En lo basico porque es
posible hipotetizar que esta variable afecte la efectividad de los tratamientos y desde una
perspectiva practica porque el empleo de una alta intensidad para una misma dosis puede
traducirse en un acortamiento del tiempo de proceso. Otro aspecto que practicamente no se
ha explorado el patrén de irradiacion al que se someten los frutos. Al respecto, casi la
totalidad de los estudios realizados a la fecha han basado sus tratamientos en una exposicion
Unica antes del almacenamiento. Practicamente no existen trabajos que exploren diferentes
formas y momentos de irradiacion UV-C en vegetales. Este es un aspecto que se ser estudiado
para comprender el modo en que el uso de este tipo de tecnologias influye en el tipo de
respuestas que se desencadenan en los frutos. En la presente tesis se decidié avanzar en

elucidar los siguientes interrogantes:
i) ¢Como influye el grado de procesamiento en la eficacia de tratamientos UV-C en

frutilla y cudles son las condiciones mas apropiadas de combinacién de dosis e intensidad de

radiacion? (Capitulo I).
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ii) ¢Qué efectos posee la aplicacion repetida en bajas dosis de radiacion UV-C (patron
de exposicion) en la efectividad de los tratamientos para mantener la calidad de frutilla
refrigerada (Capitulo 11)?

iii);Como afecta el patron de exposicion a la radiacion UV-C el proceso de

desensamblaje de pared celular y el ablandamiento? (Capitulo I11).

iv) ¢Cual es el impacto del patrén de exposicién a la radiacion UV-C en la induccién de

compuestos antioxidantes y en el control de enfermedades de poscosecha? (Capitulo 1V)
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Comprender los factores que afectan la eficacia de tratamientos poscosecha UV-C de

frutillas empleados para retrasar el deterioro y reducir las pérdidas y desperdicios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO |
Determinar el rol del grado de procesamiento del producto (grado de trozado), la
intensidad y dosis de radiaciéon UV-C en la calidad y vida poscosecha de frutilla

minimamente procesada.

CAPITULO I
Establecer la influencia del tratamiento UV-C repetido en bajas dosis (fraccionamiento)

sobre la calidad y vida dtil de frutilla refrigerada.

CAPITULO Il
Comprender los efectos del fraccionamiento de la radiacion UV-C sobre el metabolismo

de paredes celulares y textura de frutilla.

CAPITULO IV
Determinar los efectos del fraccionamiento de la radiaciéon UV-C sobre la

acumulacién superficial de antioxidantes en frutilla.
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 CAPITULO |

Influencia de la dosis, intensidad de radiacion UV-C
y grado de procesamiento en el deterioro de frutilla

minimamente procesada.




Capitulo I: Introduccion

1.1 INTRODUCCION

1.1.1. Potencialidad de vegetales minimamente procesados para facilitar el consumo

de frutas y hortalizas en estado fresco

El consumo de hortalizas y frutas tiene importantes beneficios para la salud. Son
alimentos que proveen vitaminas, fibra alimentaria y agua, y ademas su aporte calorico es en
general, significativamente menor al de otros alimentos (Slavin y Lloyd, 2012; Martin y
col., 2013). Las frutas y hortalizas proveen ademas numerosos fitoquimicos no nutricionales
que han mostrado contribuir a la prevencién de enfermedades cronicas y degenerativas (Nile
y Park, 2014; Singh y col., 2020). A pesar de ello, en Argentina el consumo de vegetales
solo alcanza a la mitad de los 400 gramos por dia y por persona recomendados por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) y por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se ha sugerido que una de las causas de ello es el
tiempo relativamente prolongado que requiere la preparacion de estos alimentos. Como
alternativa de mayor conveniencia de empleo y en los Gltimos afios ha incrementado la
participacion en el mercado de vegetales minimamente procesados (VMP) listos para
consumir (Rotondo y col., 2008). Este grupo engloba hortalizas o frutas frescas, limpias,
peladas enteras y/o cortadas pero que aln conservan la caracteristica de producto fresco y la

actividad metabdlica (May col., 2017).

1.1.2. Generalidades del proceso de elaboracién

La elaboracion de frutas y hortalizas minimamente procesadas requiere de una serie de
etapas que garanticen un producto inocuo y de elevada calidad organoléptica y nutricional
(Artésy col., 2010):

Seleccidén de variedad y cosecha: Los VMP deben provenir de variedades adecuadas si
se desea garantizar un producto con calidad superior y vida util prolongada. El grado de
madurez depende del producto considerado. En muchas hortalizas se realiza en funcion del
tamafo. En el caso de frutilla la cosecha debe realizarse cuando la madurez es plena vy el

color superficial completamente rojo. Asimismo, ya desde el momento de cosecha es muy
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importante maximizar los recaudos relativos a las condiciones higiénicas y evitar golpes y la

exposicion a altas temperaturas de la materia prima (Rodriguez y col., 2015).

Transporte, recepcion y control de calidad: Uno de los factores mas importantes en
esta etapa es la rapidez para llegar a la planta de procesamiento. En lo posible deben
emplearse transportes cubiertos, ventilados y si es posible refrigerados. Asimismo, es vital
evitar el dafio mecéanico en todas las operaciones de carga y descarga. La evaluacion de la
calidad de la materia prima suele contemplar aspectos variables tales como color, tamafio,
firmeza, ausencia de podredumbres dafio mecéanico y otros defectos. Es importante asegurar
que los primeros lotes en llegar sean los primeros en ser procesados (do Nascimento Nunes
y col., 2014).

Clasificacion, seleccion, limpieza y desinfeccion: En esta etapa el material puede
descartarse dependiendo la existencia de alteraciones de color, forma, tamafio u otros
defectos. Debe evitarse introducir frutos que presenten pudriciones, magulladuras, grietas u
otras alteraciones. Esta tarea puede llevarse adelante en forma manual por inspeccion de
operadores entrenados o bien a través de equipos de clasificacion. La limpieza procura
eliminar restos de materias extrafias o suciedad en la superficie de los productos (Parzanese,
2012). El proceso se realiza normalmente con agua a la que se adiciona algin agente
desinfectante que reduce la carga superficial y evita la contaminacion del agua. EI mas
comunmente utilizado es el hipoclorito de sodio, aunque también puede emplearse acido
peracético (Artés-Hernandez y col., 2009). Otro desinfectante empleado, pero en mucho
menor medida es el ozono. Si bien posee una gran capacidad antimicrobiana es corrosivo,
mas dificil de mantener a una concentracion fija y resulta toxico en fase gaseosa en
concentraciones muy bajas (Karaca y Velioglu, 2020). Finalmente, una alternativa menos
comun, pero que se ha comenzado a utilizar en algunos casos es el agua electrolizada
(Giacosa y col., 2019; Turantas y col., 2019; Graca y col., 2020).

Cortado, lavado y escurrido: En esta etapa del proceso se define el tipo de corte. El
procesamiento minimo de frutilla debe implementar un programa de limpieza, que garantice

la eliminacion de pedinculos. Luego del cortado se realiza un segundo lavado que remueve
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azlcares, y otros nutrientes de las superficies cortadas, y que pueden promover la
multiplicacion microbiana e inducir el pardeamiento en el caso de los componentes fenélicos.
Normalmente se utiliza agua fria para minimizar el metabolismo vegetal. El agua puede
contener desinfectantes como el cloro, pero dependiendo de las restricciones impuestas por
los paises de destino puede en algunos casos requerirse una remocion de los productos de la
cloracion. Luego de esta etapa debe eliminarse el exceso de agua que afectaria la vida util
del producto al promover el desarrollo de microorganismos. Dependiendo del producto que
se considere puede realizarse empleando corriente de aire o0 bien una centrifugacién suave
(Parzanese, 2019; Denoya y col., 2020). Finalmente, se procede al envasado. EI material
utilizado en esta etapa debe ser de grado alimenticio, para evitar la contaminacion de
productos quimicos del empaque al producto. Existen multiples tipos de formato de embalaje,
desde una bolsa de plastico de polietileno estandar hasta contenedores de plastico rigido. Si
se utiliza el empaque de atmdésfera modificada (MAP), hay que asegurar que el empaque sea
apropiado para mantener la atmdsfera intacta (McMillin, 2020). En el caso de la frutilla dada
su baja tolerancia a la compresion y su elevada susceptibilidad al dafio mecénico se emplean

envases rigidos.

1.1.3. Calidad, vida util y manejo poscosecha de productos minimamente procesados

La calidad de los vegetales frescos cortados esta definida por su apariencia fresca, la
textura, sabor y aroma y carga microbioldgica. Los principales factores involucrados en el
deterioro poscosecha de los vegetales frescos minimamente procesados se describen en la
Tabla I.1.
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Tabla I.1. Principales causas de deterioro en vegetales minimamente procesados. (Adaptado
de Rodoni, 2015).

Atributo Modificaciones observadas

Sabor - Pérdida de azUcares y acidez por respiracion exacerbada.
- Acumulacion de compuestos amargos como consecuencia del

dafio mecanico

Textura -Ablandamiento: Derivado de la reduccion en la turgencia por
deshidratacion o bien por la accion de enzimas enddgenas sobre las
paredes celulares.

-Endurecimiento: Resultante de la excesiva deshidratacion. Por la

induccidn de procesos de lignificacion o suberizacion.

Color -Pardeamiento: Derivado de la formacion de pigmentos marrones
por polimerizacion de quinonas resultantes de la oxidacion enzimatica
de compuestos fendlicos.

-Degradacién de pigmentos: Catabolismo de clorofilas, oxidacién
0 exudado de antocianinas y otros pigmentos hidrosolubles.

Valor -Pérdida de compuestos antioxidantes, principalmente algunos

nutricional fenoles y acido ascorbico por oxidacion quimica y/o por accion
enzimatica.

Alteraciones -Crecimiento microbiano favorecido poa el dafio mecanico de los

microbioldgicas | tejidos que elimina barreras naturales y libera nutrientes.

La perecibilidad de los frutos se incrementa ain mas cuando son sometidos al
procesamiento minimo, que, si bien los deja listos para consumir, exacerba su susceptibilidad
a alteraciones microbioldgicas, y acelera las reacciones de degradacién (Soliva-Fortuny y
col., 2003, Ma y col., 2017). Esto se debe a que eliminen barreras naturales de proteccion,
induce un dafio mecéanico en el vegetal que si bien se procura minimizar suele ser
significativo. Por ello es fundamental en estos productos realizar un muy ajustado manejo

poscosecha. Para ello se cuentan con diferentes herramientas de manejo:
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Refrigeracion: Es la tecnologia mas usada y efectiva para mantener la vida Gtil de los
productos minimamente procesados. Mantener la temperatura baja reduce la tasa respiratoria
y velocidad de desarrollo microbiano, evita la deshidratacion, reduce la produccion y
sensibilidad al etileno y se reduce la actividad de enzimas involucradas con cambios
bioquimicos indeseables (Vicente y col., 2007; Artés y col., 1998). Normalmente la

temperatura opima se ubica entre 1y 4 °C.

Atmdsfera modificada: Es un método muy usado en los productos minimamente
procesados es un complemento perfecto a la hora de prevenir la deshidratacion y alargar la
vida util del alimento al ralentizar algunos cambios fisiologicos y retrasar el desarrollo
microbiano. De todos modos, no en todos los productos se observan una buena respuesta a
esta tecnologia. Los materiales disponibles para envases en algunos sistemas suelen ser
escasos (Mahalik y Nambiar, 2010).

Otras tecnologias: Si bien el abanico de posibilidades complementarias a los métodos
antes mencionados es amplio especialmente en lo que se refiere a la utilizacion de
compuestos quimicos. Asi en la literatura se informan diferentes aditivos aplicados en forma
directa. Algunos de ellos incluyen el calcio, los antioxidantes como el &cido citrico o el acido
ascorbico y algunos compuestos antimicrobianos, o conservantes naturales (Xylia y col.,
2019; Bouarab Chibane y col., 2019; Morales-Sillero y col 2020; Pulissery y col., 2020)
Contrariamente en lo que se refiere a tratamientos fisicos no existen en el sector de VMP
muchas mas alternativas que las mencionadas que se apliquen para extender la vida atil y

retrasar el deterioro (May col., 2017)

1.1.4. Produccion de frutilla minimamente procesada, limitaciones para su difusion y

uso de la radiaciéon UV-C como tecnologia complementaria a la refrigeracion: algunos

interrogantes.

La comercializacion de frutilla en forma de producto minimamente procesado no es ain

muy comun. Esto probablemente se asocia con que ya el producto entero es muy perecedero
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(De Corato, 2020; Saha, 2020). La alternativa mas eficaz de manejo poscosecha disponible
para este producto es, como se menciond anteriormente, una ajustada refrigeracion (Wiley,
1994; Brackett, 1994). De todos modos, aun en estas condiciones la vida Gtil rara vez supera
los 2 a 3 dias. Las atmosferas modificadas ricas en CO> y reducidas en O (5 kPa O, 15 kPa
CO2) han mostrado ser eficaces para frutillas, pero los materiales plasticos capaces de
alcanzar estas condiciones en el equilibrio en forma répida y sostenida ( =1) no abundan.
Los materiales microperforados que muestran esta relacién de permeabilidad entre ambos
gases suelen tener valores altos de permeabilidad global que hacen insuficiente la
modificacién requerida. En tal sentido, la busqueda de otros tratamientos suplementarios que

permitan mejorar los beneficios de la refrigeracion resulta de interés (Vicente y Lurie, 2014).

La radiacion ultravioleta C (UV-C) que se ha identificado como emergente en el
tratamiento de alimentos es una técnica limpia, de bajo costo y no térmica, que no deja
residuos y puede ser como ya se mencion6 una alternativa complementaria a la refrigeracion
para los productos frescos minimamente procesados (Manzocco y col., 2011; Graga y col.,

2020). Las ventajas y desventajas de la radiacion UV-C se presentan en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas del uso de la radiacién UV-C como método de conservacion.
Adaptado de Sethi y col., (2018).

Ventajas Desventajas

- No se modifican los nutrientes | - Tratamiento superficial

termosensibles.

- La radiacion UV-C no es - Eficacia dependiente de las caracteristicas de la
ionizante, por lo que no cambia la | superficie:  Irregularidades, poros, grietas vy
naturaleza quimica de los | rugosidades pueden proteger a los microorganismos
componentes de los alimentos y | de la luz incidente.

no deja residuos.
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Tabla 1.2.. Ventajas y desventajas del uso de la radiacién UV-C como método de conservacion.
Adaptado de Sethi y col., (2018) (Continuacién).

Ventajas Desventajas

- Los rayos UV-C son letales para = - Interferencia por absorcion de materiales de

la mayoria de los  empaque: Los materiales plésticos la absorben por lo
microorganismos patdégenos y que la ventana de aplicacion se limita a producto no
deteriorantes, siendo su eficacia envasado.

comparable a otras técnicas de

desinfeccion.

- Bajo costos relativos de | -Dificultad para lograr uniformidad de aplicacion.

implementacion y mantenimiento

- Maés alla de los efectos -Poco conocimiento acerca de la influencia de
germicidas  pueden lograrse @ factores de proceso diferentes de la dosis de radiacion.
efectos horméticos beneficiosos
asociados con la condicion de

estrés moderado aplicada.

Una de las causas que aun limita el empleo de la radiacién UV en muchos productos es
gue aun se desconocen con certeza las condiciones dptimas de irradiacion a emplear. En
frutilla entera los primeros trabajos realizados por Nigro y col. (2000) y Baka y col. (1999)
informaron un mejor control de las enfermedades poscosecha de la frutilla tras una corta
exposicion a la radiacion UV-C (dosis 0,25-4,0 kJ m) antes del almacenamiento. Trabajos
posteriores pusieron en evidencia a la intensidad de radiacion como otro factor de proceso
fundamental mas alla de la dosis total aplicada lo que aun es poco considerado en muchos
trabajos. Asi, Cote y col. (2013) en frutilla entera destacaron la importancia de la intensidad
de la radiacion ademas de la dosis total de radiacién aplicada. La combinacién optima de
dosis e intensidad de radiacion para frutillas minimamente procesadas no se conoce. En un
informe reciente Li y col. (2019a) informaron que la dosis empleada mas frecuentemente

para el producto entero es de 4 kJ m? también es eficaz en el producto trozado. De todos
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modos, en este estudio no se considerd si la intensidad de radiacion juega en el producto
trozado un rol relevante en la eficacia de los tratamientos como en producto entero aspecto

que resulta de importancia tecnoldgica establecer.
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.2. OBJETIVO

» Determinar la influencia de la dosis, intensidad radiacion y grado de procesamiento
de los frutos en la eficacia de tratamientos UV-C para mantener la calidad y vida poscosecha

de frutilla minimamente procesada.
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1.3. MATERIALES Y METODOS

1.3.1. Seleccion de la combinacion 6ptima de dosis e intensidad de radiacion UV-C

Frutilla cv. Camarosa producida en un invernadero en la ciudad de La Plata, Argentina
se cosechd en madurez comercial (color superficial rojo 100%) y se transport6 al laboratorio
en menos de 1 hora. Los frutos se seleccionaron eliminando aquellos que tenian dafio fisico,
de maduracion o defectos de forma, se lavaron con agua clorada (NaClO 100 mg L%, pH 6,5)
y se cortaron longitudinalmente al eje principal en cuartos. Luego del corte, se lavaron
nuevamente, se escurrieron para eliminar el exceso de agua y se sometieron a los siguientes
tratamientos:

Control: no expuesto a la luz UV-C.

Baja intensidad de UV-C / dosis baja: frutos tratados con radiacion UV-C a una
intensidad de 9 W m y una dosis de 2,0 ki m.

Baja intensidad de UV-C / dosis alta: frutos tratados con radiacion UV-C a una
intensidad de 9 W my una dosis de 4,0 kJ m=.

Alta intensidad de UV-C / dosis baja: frutos tratados con radiacion UV-C a una
intensidad de 36 W m y una dosis de 2,0 ki m?.

Alta intensidad de UV-C/ dosis alta: frutos tratados con UV-C a una intensidad de 36
W m2y una dosis de 4,0 kJ m,

Todos los tratamientos de irradiacion UV-C se realizaron en un gabinete movil (1,7 m x
0,8 m x 0,5 m) equipado en la parte superior con 12 lamparas UV-C (emisién pico UV-C a
254 nm, TUV G30T8, 30 W, Philips, Argentina). La distancia entre la fuente emisora y el
fruto fue en todos los casos de 30 cm. La dosis se establecié variando los tiempos y la
intensidad del tratamiento modificando el nimero de ldmparas encendidas. La dosis de
radiacion UV-C se evalu6 utilizando un radiémetro digital UV-C (Electro Lite LC 300,
Estados Unidos) ubicado en el centro del gabinete de irradiacion. Después de los
tratamientos, los frutos se colocaron en bandejas de tereftalato de polietileno (10 x 15 x 3
cm) con tapas perforadas (1 perforacion de 1 mm de didmetro por cm™). Se colocaron 40
piezas por bandeja. Se analizaron cuatro bandejas por tratamiento. A los 4 dias de
almacenamiento a 4 °C, se seleccion6 la mejor condicion de tratamiento UV-C a partir de la

evaluacion porcentaje de frutos mostrando podredumbres. El ensayo se realizo por duplicado.
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1.3.2. Efecto del tratamiento UV-C seleccionado sobre la calidad fisico-quimica,

microbioldgica, sensorial y vida util de los frutos

Frutilla cv. Camarosa producida en un invernadero en la ciudad de La Plata, Argentina,
se cosech6 en madurez comercial (color superficial 100% rojo) y se transporto
inmediatamente al laboratorio. Los frutos se seleccionaron como se describié en la seccion
3.1, y se lavaron con agua clorada durante 1 minuto. Luego las frutillas se cortaron
longitudinalmente al eje principal en cuartos, se sometieron a un segundo lavado con agua
clorada y se escurrieron. Los frutos se sometieron al tratamiento de irradiacion UV-C con
intensidad 36 W m2, dosis 4,0 kJ m? y se empaquetaron en bandejas de tereftalato de
polietileno con tapa perforada (1 perforacién de 1 mm de didmetro por cm). Se colocaron
40 trozos de frutos por bandeja. Los frutos se almacenaron a 4 °C durante 7 dias. Los controles
correspondientes sin tratamiento con UV-C se empaquetaron y almacenaron como se
describi6 en la seccion 3.1. A los 0, 4 y 7 dias de almacenamiento se tomaron muestras y se
utilizaron para la evaluacion de calidad. Para el analisis quimico, las muestras se congelaron
en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Se realizaron tres bandejas por

tratamiento y tiempo de almacenamiento y el experimento se efectud por duplicado.

1.3.2.1. indice de deterioro visual y exudado de jugo

Se calcul6 un indice de deterioro visual (IDV) usando una escala heddnica de cinco
puntos (siendo 1: sin dafio visual y 5: dafio grave). Los atributos evaluados para IDV fueron
la presencia de podredumbre y areas maceradas, asi como la pérdida de brillo de la superficie.
Los jugos exudados se determinaron pesando el liquido liberado en cada bandeja individual
a lo largo del almacenamiento. Los resultados se expresaron en gramos por kilogramo de
peso fresco. Se realizaron seis mediciones para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

38



Capitulo I: Materiales y métodos

1.3.2.2. Pérdida de peso

Las bandejas que contenian los frutos trozados se pesaron durante todo el periodo de
almacenamiento en balanza digital (KERN 572, Buenos Aires, Argentina). La pérdida de
peso se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Pérdida de peso (%) = 100 x (Pi-Pf) / Pi

Siendo Pi y Pf el peso inicial y el peso en cada tiempo de almacenamiento,
respectivamente. Se realizaron seis mediciones para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

1.3.2.3. Recuentos en placa de levaduras y mohos

Se pesaron 50 g de frutilla en vasos pre-esterilizados que contenian 225 ml de peptona
al 0,1% p/v. Las muestras se agitaron durante 15 minutos y se prepararon dos series de
diluciones (101-10") del liquido de lavado. Se cargd un mililitro de cada dilucion en placas
de Petri con medio YGC y se incub6 a 20 °C durante 5 dias. Se contaron las placas que
mostraban entre 30 y 300 colonias y los resultados se expresaron como log de unidades

formadoras de colonias (UFC) por gramo de fruto fresco.

1.3.2.4. Firmeza

Se determiné mediante ensayos de compresion uniaxiales en un analizador de textura
(TA.XT2, Stable Micro SystemsTexture Technologies, NY, Estados Unidos) equipado con
una sonda plana de 3 mm de didmetro. Las muestras se comprimieron 2 mm a una velocidad
de 0,5 mm s™. Se calculé la pendiente inicial de la curva de distancia de los frutos. Los
resultados se expresaron en N mm™. Se realizaron 60 mediciones para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.

1.3.2.5. Color superficial

Las mediciones se realizaron con un colorimetro (Minolta CR-400, Jap6n) para
determinar los valores L*, a* y b*. Se calcul6 la tonalidad del fruto como angulo Hue (tg*
b*/a*) y el croma (a*? + b*?)2, Se realizaron treinta mediciones para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.
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1.3.2.6. pH, acidez y s6lidos solubles

Los frutos se molieron en un molino y se tomaron 5 g de la muestra resultante, se
adicionaron a 100 ml de agua destilada. EI pH inicial se midié usando un medidor de pH y
las muestras se titularon con NaOH 0,1 M a pH 8,2 determinado potenciométricamente
(AOAC, 1980). Los resultados se expresaron como meq H*100g™ de peso fresco. Para la
medicion de sélidos solubles (SS), el tejido triturado se filtr6 a través de una tela y se midi
en un refractébmetro digital autocompensado (HI 96801, Argentina). Los resultados se
expresaron en % p/p. Se realizaron seis mediciones para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

1.3.2.7. Antioxidantes fendlicos

Los compuestos fenolicos, se determinaron espectrofotométricamente en extractos
etanolicos segun Singleton y col. (1999). Se utilizé acido clorogénico (ACG) como estandar
(Martinsen y col., 2020). Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de ACG por
kilogramo de peso fresco. Se analizaron tres extractos para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

1.3.2.8. Evaluacion sensorial

Se realiz6 una prueba de aceptabilidad sensorial en los frutos almacenados durante 7 dias
a4 °C. El panel consistio en 50 consumidores con una proporcién igual de hombres y mujeres
de un rango de edad de 25 a 35 afios. Se pidi6 a los panelistas que calificaran los frutos en
una escala hedonica de 9 puntos (1: pobre, 9: excelente) para los siguientes atributos: i)
frescura, ii) color y iii) aceptabilidad general.

1.3.3. Efecto del grado de procesamiento sobre la eficacia de tratamientos UV-C en

frutilla minimamente procesada

Se cosecho frutilla producidas en invernéculo en ciudad de La Plata, Argentina en estado
de madurez plena (100% de color superficial rojo) y se trasladé inmediatamente al
laboratorio. Los frutos se desinfectaron y seleccionaron como se describid anteriormente.

Posteriormente se procesaron removiendo el caliz y realizando cortes longitudinales para
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obtener dos productos con diferente grado de procesamiento: en Mitades y en Cuartos.
Luego del corte, se lavaron nuevamente, se escurrieron para eliminar el exceso de agua, se
trataron con UV-C (intensidad 36 W m, dosis 4,0 kJ m) y se empaquetaron en bandejas de
tereftalato de polietileno con tapa perforada (1 perforacion de 1 mm de diametro por cm™).
Los frutos se almacenaron a 4 °C por 7 dias. Finalizado el periodo de almacenamiento, se
evalu6 indice de deterioro visual (IDV), el exudado de jugos, la pérdida de peso y el
ablandamiento segln se describi6 en la seccién 3.2.

1.3.4. Analisis estadistico

Los supuestos del modelo de homogeneidad de varianza y normalidad se probaron
mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. En el caso de ser necesario
se realizaron las transformaciones respectivas de las variables. Los experimentos se
realizaron de acuerdo con un disefio factorial, siendo los factores el tratamiento
(experimentos 1y 2) y el tiempo de almacenamiento (experimento 2). Los datos se analizaron
por medio de un ANOVA utilizando el software InfoStat y las medias se compararon con la

prueba de Fisher a un nivel de significancia de P<0,05.
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l.4. RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1. Seleccion de la combinacion 6ptima de dosis e intensidad de radiacion UV-C

Las frutillas son apreciadas ampliamente en todo el mundo por su delicioso sabor y sus
beneficios para la salud, aunque presentan limitaciones en su conservacion (Pott y col.,
2019). Su alta tasa metabdlica y de ablandamiento y la susceptibilidad a la descomposicion
normalmente las conducen a una vida poscosecha muy breve incluso en condiciones
adecuadas de refrigeracion (Panou y col., 2020; Muley y Singhal, 2020). La capacidad de
almacenamiento de la fruta es alin mas corta después de un procesamiento minimo que,
aunque mejora la conveniencia de uso del producto, promueve varias reacciones de
degradacién y una mayor susceptibilidad a la descomposicién. Esto probablemente ha
contribuido a la distribucion limitada de frutillas minimamente procesadas a gran escala. Por
ello resulta de interés la bldsqueda de tratamientos complementarios al buen manejo de
temperatura. En un primer ensayo se evaluaron cuatro combinaciones de dosis e intensidad
de radiacion a fin de seleccionar la condicion mas favorable de irradiacién como tratamiento

de poscosecha (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Apariencia de frutilla minimamente procesada en cuartos, control y tratada con
diferentes combinaciones de dosis e intensidad de radiacion UV-C. Baja intensidad: 9 W m™; Alta
intensidad: 36 W m2; Dosis baja: 2 kJ m2; Dosis alta 4 kJ m?2,

Intens

BAJA
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Los cuatro tratamientos con UV-C evaluados redujeron significativamente la
descomposicion de los frutos en relacién con el control (Figura 1.2). El uso de tratamientos
con UV-C para el control de enfermedades ya se ha informado en el caso de frutillas enteras
expuestas a dosis de entre 0,25y 4,0 k] m? (Barka y col., 2001; Nigro y col., 2000 y Pan y
col., 2004). En frutillas recién cortadas, se ha un studio reciente describié con efectos
positivos en términos de control de la descomposicion en frutos sometidos a una dosis de UV
similar a ensayada en esta tesis trabajo, aunque no evalud la interaccién entre la dosis e
intensidad de radiacion (Li y col., 2019a).
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Figura 1.2. Ataque de hongos en frutilla minimamente procesada en cuartos, control y tratada
con diferentes combinaciones de dosis e intensidad de radiacion UV-C y almacenada a 4 °C por 4
d. Baja intensidad: 9 W m?; Alta intensidad: 36 W m; Dosis baja: 2,0 kJ m?; Dosis alta 4,0 kJ m-
2, Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P <0,05.

En el presente trabajo el tratamiento UV-C que combind una alta intensidad y dosis
(36 W m2y 4 kJ m?) resulté ser la condicion mas efectiva para el control de podredumbres.

Las mutaciones inducidas en el ADN por la radiacion ultravioleta se consideran una de las
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principales causas a las que se atribuye la inactivacién microbiana de este tipo de tecnologias.
La absorcion de UV-C induce la formacion de fotoproductos en particular dimeros de
pirimidina que inhiben la transcripcion y replicacion y eventualmente conducen a la muerte
celular. De todos modos, se conoce que el exceso de radiacion puede exacerbar la produccion
de radicales libres capaces de dafiar otros componentes celulares como lipidos y proteinas
(Lopez-Malo y Palou, 2005). Cote y col. (2013) en frutilla informaron que la alta intensidad
de radiacién UV-C mejora el control de la descomposicion, aunque este trabajo se realizé en
frutillas enteras sin procesar, menos maduras y sin previa desinfeccion. En base a los
resultados obtenidos, el tratamiento UV-C de alta intensidad -alta dosis (36 W m2y 4,0 kJ
m-2) fue seleccionado para caracterizar en mayor detalle el impacto de la radiacién UV-C en
las propiedades fisico-quimicas, microbiologicas y sensoriales de las frutillas durante el

almacenamiento.

1.4.2. Efecto del tratamiento seleccionado con UV-C sobre la calidad fisico-quimica,

microbiolégica y sensorial vy vida util de la fruta

Los sintomas de deterioro méas frecuentemente observados en los frutos durante el
almacenamiento fueron la pérdida de brillo superficial y la formacion de areas con
maceracion de tejidos. El procesamiento minimo elimina las barreras protectoras
superficiales de los frutos lo que se ha sugerido que favorece el desarrollo microbioldgico en
sitios de corte (Ragaert y col., 2011). Frecuentemente se observa por ello en vegetales
minimamente procesados (VMP) que es el sitio de corte el area mas susceptible (Rodoni y
col., 2017). En contraposicién con ello, en el presente estudio las podredumbres fueron méas
comunes en la zona exterior del receptaculo que en la region de corte. Una explicacion
posible y simple para ello podria ser que la region radial interna del fruto todavia contiene
tejidos inmaduros, y que el efecto protector de este factor de madurez sobre la susceptibilidad
a la descomposicion es mas relevante que la eliminacion de barreras naturales a través del
corte. Mas alla de esto y analizando el efecto de los tratamientos de irradiacion, los frutos
expuestos a UV-C mostraron claras diferencias en términos de indice de deterioro visual
(IDV). Después de 4 dias de almacenamiento, el IDV ya era menor en los frutos tratados

(Figura 1.3). El efecto se hizo ain mayor después de 7 dias a 4 °C. De hecho, el IDV de las
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frutillas tratadas con UV-C después de una semana fue comparable al encontrado en el fruto

control almacenado durante solo 4 dias.
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Figura 1.3. Indice de deterioro visual (IDV) en frutilla minimamente procesada control o
tratada con UV-C (intensidad de radiacién 36 W m y dosis de radiacién 4,0 kJ m), almacenada
a 4 °C durante 0, 4 y 7 dias. Letras distintas indican en un test de Fisher con un nivel de
significancia de P <0,05.

La furilla tratada con UV-C mostro ademas luego de 7 dias de almacenamiento una masa
de exudado de jugo 20 veces menor que los controles indicando una menor pérdida de
compartimentalizacion celular (Figura 1.4). Manzocco y col. (2011 a y b) encontraron
resultados similares en melén cortado y asociaron el menor exudado en respuesta a la
radiacion UV con una deshidratacion superficial que restringe la salida de jugos. De todos
modos, es posible que el solo retraso del dafio celular explique en buena parte la menor

exudacion.
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Figura 1.4. Exudado de jugo en frutilla minimamente procesada control o tratada con UV-C
(intensidad de radiacion 36 W m2 y dosis de radiacion 4,0 kJ m?), almacenada a 4 °C durante 0,
4y 7 dias. Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de
P <0,05.

El efecto protector de los tratamientos con UV-C en la integridad de la fruta durante el
almacenamiento se ha asociado con tres fendmenos diferentes i) el poder nocivo
(germistatico o germicida) de la radiacion sobre los patdégenos poscosecha, ii) el retraso en
el proceso de maduracion (Artés-Hernandez y col., 2010; Fan y col., 2017; Moreno y col.,
2017) yl/o iii) la induccion de diferentes tipos de respuestas defensivas agrupadas bajo el
término "hormesis” (Vasquez y col., 2017; Martinez-Sanchez y col., 2019). Para
comprender si las respuestas en este caso se debieron a un efecto germicida, se evaluaron los
cambios en las unidades frmadoras de colonias de hongos en los frutos control y tratados
inmediatamente después de la exposicion a los rayos UV y durante el almacenamiento. Los
principales hongos que se han asociado con la descomposicion de la poscosecha de frutilla
incluyen los géneros Botrytis y Rhizopus (Nigro y col., 2000; Agyare y col., 2020). También
se ha informado que las levaduras causan podredumbres blandas en productos recién cortados
(Graca y col., 2020). Inmediatamente después de la irradiacion no se encontraron cambios
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en los recuentos de levaduras y mohos (Figura 1.5). En linea con estos resultados Pan y col.
(2004) informaron que en frutilla entera los tratamientos con UV-C a una dosis similar a la
utilizada aqui no afecté la viabilidad de conidios de Botrytis y Rhizopus. Esto indica que el
impacto observado en la descomposicién de los frutos no se debi6 a una respuesta germicida.
Después de 4 y 7 dias de almacenamiento a 4 °C, los frutos tratados con UV-C presentaron
un menor recuento de UFC g que el control, lo que podria sugerir que la activacion de
respuestas de defensa podria estar inhibiendo la multiplicacion de hongos en los frutos.
Pombo y col. (2011) describieron la induccion de genes que codifican enzimas

antimicrobianas en frutillas enteras expuestas a la radiacion UV-C.
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Figura 1.5. Recuento de mohos y levaduras en frutilla minimamente procesada control o
tratada con UV-C (intensidad de radiacion 36 W m y dosis de radiacion 4 kJ m?), almacenada a
4 °C durante 0, 4 y 7 dias. Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de
significancia de P <0,05.

La deshidratacion es otro factor de deterioro importante que limita la vida util de muchos
frutos almacenados. El problema puede ser ain mas dramaético en los productos recién
cortados, en los que se eliminan las barreras que ejercen una resistencia contra la pérdida de

agua (Olivas y col., 2007; Narsaiah y col., 2015). En el presente trabajo se observo que los
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frutos tratados con UV-C sufrieron una pérdida de peso menor que el control al final del
almacenamiento (Figura 1.5). Lamickanra y col. (2005) sugirieron que la irradiacion UV
podria afectar la superficie de los frutos y reducir su susceptibilidad a la pérdida de agua.
Rodoni y col. (2012) sugirieron que la exposicion a los rayos UV, al favorecer el
entrecruzamiento de los componentes proteicos y fenolicos de la pared, podrisa modular la
tolerancia del fruto a la deshidratacion. Independientemente de los mecanismos involucrados
los resultados hallados muestran que los tratamientos con irradiacion UV-C poseen un efecto

favorable en el control de la deshidratacién de frutilla minimamente procesada.
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Figura 1.6. Pérdida de peso en frutilla minimamente procesada control o tratada con UV-C
(intensidad de radiacion 36 W m2 y dosis de radiacion 4,0 kJ m), almacenada a 4 °C durante 0,
4y 7 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de
significancia de P <0,05.

Sin duda una consecuencia indeseable del corte de muchas frutas y hortalizas es la
aceleracion del ablandamiento. EIl estrés ocasionado por el dafio mecanico exacerba una
pérdida de firmeza (Qi y col., 2011). En el presente trabajo después de 4 dias de
almacenamiento los frutos control mostraron una caida en la resistencia a la compresion

(Figura 1.6). Se encontraron valores mas altos en frutillas tratadas con UV-C, lo que indica
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también un efecto protector sobre el deterioro de la textura. Estas diferencias se observaron
hasta el final del periodo de almacenamiento. El efecto positivo que la irradiacion UV-C
aplicada tuvo sobre la textura del fruto es notable. De hecho, las frutillas tratadas con UV-C
no mostraron ablandamiento incluso después de 7 dias de almacenamiento. La mayor firmeza
de los frutos irradiados en relacion con el control podria estar relacionada con un retraso del
desmontaje de la pared celular. Algunos estudios previos han descrito este efecto de la
radiacion UV-C indicando que puede retrasar el ablandamiento de los frutos (Bu y col., 2013;
Rodoni y col., 2017; Adipour y col., 2019).

0,5
—1 Control
1 UV-C simple
‘_/'\
=
=
=
o 0,4 . b
N
) b b
=
=
LL
a
a
0,3
0 4 7

Tiempo a 4 °C (d)

Figura 1.7. Firmeza en frutilla minimamente procesada control o tratada con UV-C
(intensidad de radiacion 36 W m2 y dosis de radiacion 4 kJ m?), almacenada a 4 °C durante 0, 4
y 7 dias. Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de
P <0,05.

A fin de determinar si la exposicion a la radiacion UV caus6 modificaciones en otros
atributos de calidad relevantes, se evaluaron los cambios en el color, la acidez, el contenido
de sdlidos solubles y los antioxidantes fendlicos de los frutos (Tabla 1.3). El color en la

frutilla se debe a la presencia de antocianinas, un grupo de pigmentos fenolicos del grupo de
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los flavonoides solubles en agua y con propiedades antioxidantes (Rodrigo y col., 2007,
Patras y col., 2009). En el caso de la frutilla la principal antocianina es el pelargonidin-3-
glucosido (Zabetakis y col., 2000). Mas alla del nivel del mencionado compuesto el color
del producto es afectado por varios factores como el pH vy la turgencia superficial que afecta

la reflexion superficial de la luz.

Tabla 1.3. Luminosidad (L *), Hue, pH, acidez titulable, sélidos solubles totales (SST) y
antioxidantes fenolicos en frutilla minimamente procesada control o tratada con UV-C (intensidad
de radiacién 36 W m y dosis de radiacién 4 kJ m2), almacenada en 4 °C durante 7 dias. Letras
distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P
<0,05.

Tiempo a 4°C (d)

0 4 7
Luminosidad (L*) Control 35a 34a 33b
UVv-C 36a 35a 35a
Hue Control 37a 36 a 30c
UVv-C 37a 36a 33Db
pH Control 3,34 a 3,37 a 3,3la
Uv-C 3,38a 3,38a 3,35a
Acidez Control 8,7a 76¢C 8,0 bc
(meq H*100g™}) Uv-C 8,5ab 7.6¢ 78¢
SST (%) Control 6,6 a 7,3a 6,5a
uv-C 6,4 a 7,4 a 6,4 a
Antiox. fendlicos Control 1245 Db 1234 b 1459 a
(mg kg?) uv-C 1235b 1287 b 1359 a

En el presente trabajo los cambios de color a lo largo del almacenamiento fueron leves
atendiendo a que se trabajo con frutos en un estado de madurez avanzado y que se
mantuvieron en condiciones de refrigeracion. A pesar de ello en el ultimo dia de muestreo se
observo una reduccion de la luminosidad y del valor del angulo Hue que muestran un

oscurecimiento progresivo de los frutos. Este descenso fue menor en los frutos tratados con
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UV-C indicando un retraso en la progresion de la maduracion como consecuencia de los

tratamientos (Tabla 1.3).

El pH de losfrutos no mostrd grandes variaciones ni entre dias ni entre tratamientos. En
la acidez pudo detectarse al cuarto dia de almacenamiento una disminucién, pero sin
diferencias entre frutos control y tratados. Esto probablemente se asocia con un exacerbado
consumo respiratorio derivado del procesamiento. ElI aumento en la tasa respiratoria de
productos minimamente procesado respecto a los correspondientes productos enteros se
conoce (Watada y Minott, 1996). El contenido de solidos solubles totales se ubico entre 6,4
y 7,4%, sin cambios significativos durante el almacenamiento ni en respuesta a la irradiacion.
Esto esta en linea con los resultados reportados en la literatura que muestran un impacto
moderado en azUcares y acidez derivados de este tipo de tratamientos (Cote y col., 2013;
Safitriy col., 2015; Nimitkeatkai y Kulthip, 2016). Finalmente, al analizar el contenido de
antioxidantes fendlicos totales, se encontrd una tendencia creciente con el almacenamiento,
pero nuevamente sin diferencias entre frutillas control y tratadas. Si bien se ha descrito que
la irradiacion puede estimular la biosintesis de compuestos fenolicos en diferentes especies
fruti-horticolas (Avalos-Llano y col., 2020; Mishra y col., 2020; Martinez-Hernandez y
col., 2020; Yan y col., 2020; Hassan y col., 2020), al dosar el contenido en los frutos al
menos con las condiciones de dosis intensidad y grado de procesamiento evaluado aqui no
se encontraron cambios. Esto difiere del trabajo publicado recientemente en frutillas cortadas
en el que el uso de radiacién UV-C provoco una acumulacion compuestos antioxidantes (L.i
y col., 2019a). Dado que la dosis empleada en dicho estudio es similar a la evaluada aqui los
resultados sugieren que las diferencias en la respuesta debieran atribuirse o bien a diferencias
en la intensidad de radiacion distinta o eventualmente a efectos varietales.

Finalmente se realiz6 una evaluacion sensorial empleando un panel de consumidores a
fin de establecer si estos percibian diferencia en atributos relevantes al momento de compra
como la frescura, el color y la aceptabilidad general. Para los tres atributos evaluados se
observaron diferencias significativas con puntajes superiores para los frutos tratados con UV-
C.
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9
1 Control
1 Uv-Csimple
b
b
o b
= 6 - a
e
= a
S
a a
3 -
Frescura Color Aceptabilidad general

Figura 1.8. Evaluacion sensorial (frescura, color y aceptabilidad general) en frutilla
minimamente procesada control o tratada con UV-C (intensidad de radiacion 36 W my dosis de
radiacion 4,0 kJ m?), almacenada a 4 °C durante 7 dias. Letras distintas indican diferencias
significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P <0,05.

1.4.3. Efecto del grado de procesamiento sobre la eficacia de tratamientos UV-C en

frutilla minimamente procesada

A fin de establecer si el grado de procesamiento afectaba la eficacia de los tratamientos,
se determind para dos niveles de trozado (frutos en mitades y en cuartos) la mejora
ocasionada como consecuencia de la irradiacion UV-C luego de un periodo de vida util de 7
d a4 °C relativa a los frutos control (Figura 1.8). A excepcion del ablandamiento padmetro
para el que no se encontraron diferencias en funcién del grado de trozado los parametros
restantes evaluados (deterioro visual, exudado, y pérdida de peso) fueron méas eficazmente
controladas en el caso de los frutos trozados en cuartos (Figura 1.9). Para los cuatro
parametros que mostraron mejoras en el ensayo previo se observo que la mejora relativa en
los frutos trozados en mitades fue inferior al disminuir el grado de procesamiento. Asi la

reduccion en el IDV, exudado, ablandamiento y deshidratacion fue de 57 %, 94,5 % 25 % vy
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56% respectivamente en los frutos trozados en cuartos y solo 43,5 %, 50 %, 23 %, 33 % en
los frutos trozados en mitades.
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Figura 1.9. Efecto del grado de procesamiento (mitades y cuartos) sobre el control del
deterioro (IDV, deterioro visual, exudado, ablandamiento y PP, pérdida de peso) en frutilla tratada
con radiacion UV-C (intensidad de radiacion 36 W my dosis de radiacion 4,0 kJ m?), almacenada
a 4 °C durante 7 dias.

La mayor eficacia observada en el caso de los frutos trozados en cuartos respecto al
control podria de deberse a un efecto méas notorio del tratamiento UV-C suplementario en
frutos con mayor grado de trozado y por tanto mas perecederos (Ali y col., 2018). Otra
hipdtesis posible es que al aumentar el trozado también lo hace la superficie expuesta a la
radiacion con un mayor potencial para inducir respuestas en los vegetales. En otros productos
se ha observado por ejemplo que las respuestas fisiol6gicas son mucho mas marcadas al
aumentar el area irradiada (Cisneros-Zevallos, 2003; Villarreal-Garcia y col., 2016;
Surjadinata y col., 2017). Mas alla del mecanismo involucrado los resultados identifican al
grado de procesamiento como otra importante variable a considerar a nivel tecnolégico a la

hora de predecir posibles beneficios de este tipo de tecnologias.
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1.5. CONCLUSIONES

En este capitulo se seleccion6 una combinacién adecuada de dosis e intensidad de

radiacion UV-C para el tratamiento poscosecha de frutilla minimamente procesada. Los
tratamientos a la dosis e intensidad mas altas ensayadas (intensidad 36 W m2, dosis 4,0 kJ
m2) mostraron los mayores beneficios en términos de control del deterioro microbiolégico
del fruto y del retraso de la maduracidn. Las frutillas sometidas a este tratamiento presentaron
un menor desarrollo de podredumbres y exudados de jugo una reduccion en la pérdida de
peso y una diminucion en los recuentos de mohos y levaduras. Los tratamientos cortos de
irradiacion retrasaron ademas la perdida de firmeza, resultando en frutos que recibieron un
mayor puntaje en un panel de consumidores desde el punto de vista de su color frescura y
aceptabilidad global. Por otra parte, los tratamientos UV-C seleccionados no causaron
alteraciones en el pH, acidez, contenido de sélidos solubles y antioxidantes fenélicos. Las
frutillas tratadas con UV-C después de una semana, presentaron un deterioro similar al de los
frutos de control apenas luego de 4 dias. En conjunto, los resultados sugieren que un
tratamiento corto con UV-C podria ser Util para complementar el almacenamiento en frio,
extendiendo la vida util de las frutillas minimamente procesadas. Finalmente, el grado de
procesamiento es otro factor determinante de los beneficios de la irradiacion UV-C. En este
sentido en el presente trabajo se observé una mayor eficacia en la medida que los frutos
sufrieron un mayor grado de trozado. Esto podria atribuirse a la mayor susceptibilidad al
deterioro de los frutos méas intensamente procesados como a una mayor exposicion a la
radiacion en la medida que el procesado aumenta la superficie expuesta o bien a una
combinacién de ambos factores. Estos aspectos resultan de importancia practica para conocer
el modo que diferentes variables de proceso influencian la efectividad de la irradiacion UV-
C.
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Capitulo I1: Introduccion

11.1. INTRODUCCION

11.1.1. Podredumbres poscosecha de frutilla por Botrytis cinerea (podredumbre gris) y

Rhizopus stolonifer (podredumbre algodonosa)

La distribucion de frutos altamente perecederos como la frutilla desde los sitios de
produccion hasta los consumidores con maxima calidad es un constante desafio (Bower y
col., 2003; Giné-Bordonaba y Terry, 2016; Li, y col., 2019). Aun en condiciones 6ptimas
de manejo de temperatura vida Util de la frutilla entera suele no superar los 7 a 10 dias (Erkan
y col., 2008, Cheny col., 2016). La causa mas frecuente de descarte de frutos enteros son las
podredumbres ocasionadas por hongos (Dong y col., 2020; Wanjiku y col., 2020). Los
mohos involucrados en el deterioro de berries como la frutilla son diversos incluyendo a
Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer, Mucor mucedo y Colletotrichum acutatum, aunque los
dos primeros suelen ser los mas prevalentes y problematicos en la poscosecha (Elad y col.,
2004).

Botrytis cinerea es un agente fitopatégeno cosmopolita capaz de infectar a mas de 200
especies, frutas frescas, plantas ornamentales y hortalizas en todo el mundo (Xiong y col.,
2018). En cultivos como la uva y la frutilla ocasiona anualmente pérdidas por cientos de
millones de dolares (Zhang y col., 2020; Zhang y col., 2020). En los ultimos afios ha habido
un progreso sustancial en nuestra comprension de la biologia y patologia este hongo
(Bolivar-Anillo y col., 2020; Dong y col., 2020). Las infecciones se inician normalmente en
el campo yse ven favorecidas por la alta humedad relativa y la baja ventilacion, y pueden ser
particularmente problematicas durante el otofio o en épocas lluviosas (Elad y col., 2004).
Con algunas excepciones, Botrytis ataca principalmente tejidos blandos, dafiados,
senescentes o muertos (Agrios, 1998). El proceso de infeccion frecuentemente comienza en
las flores donde los conidios pueden permanecer en estado latente para desarrollarse
posteriormente en la etapa de fructificacion (Bristow y col., 1986; Paulus, 1990). Los
sintomas comienzan como pequefias manchas amarillentas que se expanden rapidamente,
formando regiones blandas irregulares de color marrén, que eventualmente se cubren con

micelio blanco y conidios de color gris (Figura 11.1).
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Figura 11.1 A) Conidios de B. cinerea con la agrupacion tipica en racimo sobre conidioforo.
B) Desarrollo de Botrytis en frutilla.

Si bien el ataque puede ocurrir a lo largo de todo el receptaculo los sintomas suelen
observarse mas frecuentemente cerca de la region del caliz, en asociacion con la presencia
de pétalos o estambres infectados que se han adherido al caliz o partes de los frutos (Agrios,
1998). La presencia de heridas y lesiones causadas por insectos o durante labores culturales,
cosecha y transporte también facilitan el desarrollo de pudriciones (Oliasy col., 1998). Desde
el punto de vista ambiental las épocas lluviosas y otras situaciones tanto de campo como de
poscosecha que pueden favorecer la deposicion de agua en los frutos exacerban las
podredumbres. Si bien Botrytis desarrolla en forma mas agresiva a 20 25 °C aln en
condiciones de refrigeracion puede desarrollarse sin problemas (Patriarca, 2019). Las
podredumbres de frutilla por Rhizopus stolonifer si bien menos frecuentes pueden ser
problematicas en algunos casos. El hongo frutales penetra a los frutos normalmente en estado
de madurez avanzada a través de heridas (Petrasch y col., 2019). Los frutos infectados suelen
mostrar inicialmente zonas decoloradas y humedas, que se tornan gradualmente de color
marron claro. La infeccion avanza con la coalescencia de las zonas atacadas y liberacion del
contenido celular. Finalmente, los frutos se cubren de micelio blanco algodonoso con largos
esporangiéforos que terminan en esporangios negros (Maas, 1989; Baggio y col., 2016).

Muchas cepas de Rhizopus muestran un crecimiento limitado por debajo de 5 °C por lo que
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la refrigeracion a las temperaturas recomendadas para frutilla reducen notablemente este
problema (Mitchell y col., 1996).

Figura 11.2. A) Esporangios de Rizhopus sobre esporangiéforo B) Desarrollo de Rhizopus en
frutilla.

11.1.2. Control de podredumbres en poscosecha de frutilla: Una paleta limitada de

opciones.

El manejo de podredumbres en frutilla se encuentra acotado al empleo de medidas que
procuran modular a uno o varios de los componentes del triangulo de la enfermedad: el
patdgeno, el hospedante y/o el medio ambiente (Gétaz y col., 2020). Los métodos utilizados
son en todos los casos preventivos y atienden a reducir la presencia de in6culo, a morigerar
su patogenicidad o bien a disminuir la susceptibilidad del hospedante. En el primer caso las
recomendaciones se orientan a evitar mantener restos de cultivo muertos o frutos infectados
en el campo y no cosechar frutos enfermos (INIA, 2017). La virulencia de los hongos a nivel
de campo es afectada principalmente por factores ambientales, siendo los mas relevantes la
temperatura y la presencia de agua libre en la superficie de los frutos (Koike y Bolda, 2016).
Finalmente, respecto a la susceptibilidad de los frutos uno de los aspectos primordiales es
prevenir todo tipo de dafio mecénico. Al tal fin se recomienda maximizar los cuidados
especialmente en las operaciones de cosecha y transporte en las que magullones y golpes
suelen producirse (INTA, 2017). Si bien en algunas especies fruti-horticolas es posible
reducir la susceptibilidad al ataque fungico anticipando la cosecha, esta alternativa no es

recomendable en frutilla. Esto es debido a que los frutos continGan creciendo durante la
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maduracion, por lo que la cosecha prematura puede reducir su tamafio (Moralesy col., 2017).
Asimismo, los frutos separados de la planta antes de su madurez plena poseen menor dulzor
al interrumpirse la importacion de azucares simples que tienen lugar hasta el final del proceso
de maduracién (Florez y col., 2010).

Las alternativas disponibles para el control de enfermedades en la poscosecha de frutilla
son escasas. Al igual que se mencion0 antes buena parte de los esfuerzos suelen concentrarse
en minimizar el dafio mecénico. Por otro lado, se debe intentar distribuir rapidamente la fruta
y en condiciones éptimas de refrigeracion (0 °Cy 90-95% de humedad) (Kader y col., 2002).
Los tratamientos de desinfeccion o lavado muy empleados en otras especies fruti-horticolas
no se emplean en los berries para el mercado fresco, ya que pueden aumentar la
susceptibilidad a las podredumbres (Garcia-Robles y col., 2017). Desde el punto de vista de
las estrategias quimicas no existen fungicidas aprobados para su uso en frutilla en
poscosecha. Los agentes mejoradores de firmeza como las sales de calcio que han
demostrado eficacia a nivel experimental (Aguayo y col.,, 2008) no se aplican
comercialmente en poscosecha. Las atmosferas modificadas muestran buenos beneficios en
el control de Botrytis especialmente si se alcanzan niveles de 15% de CO. y 5% de O
(Alamary col.,2017). Desafortunadamente si el manejo de temperatura es el 6ptimo es dificil
alcanzar las atmdsferas necesarias sin recurrir a sistemas de inyeccion de gases. Otra
limitante importante para la utilizacion de sistemas de atmosfera modificada en fruta entera
para mercado fresco en Argentina es que dicha tecnologia no es factible si no se encuentra
garantizado el mantenimiento de la cadena de frio a lo largo de toda la distribucién (Mitcham
y col., 2002). Finalmente, algunas otras estrategias alternativas tales como recubrimientos
comestibles han mostrado buenos resultados a escala de laboratorio (Romanazzi y col.,
2016), pero han tenido dificultades para escalar a escenarios comerciales. En consecuencia,
existe un conjunto relativamente limitado de estrategias para reducir las pérdidas poscosecha
en frutillas debidas a podredumbres. En los ultimos afios, y en linea con la mayor
preocupacion de muchos consumidores respecto del uso de quimicos en la produccién de
alimentos, la busqueda de tratamientos fisicos que puedan contribuir al control de

enfermedades de poscosecha se ha tornado muy activa (Vicente y Lurie, 2014).
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11.1.3. Uso de radiacion UV-C extender la vida poscosecha de frutilla entera: avances,

situacion actual y huecos de conocimiento

Al analizar la literatura se encuentran cerca de una quincena de trabajos referidos al
empleo de radiacion UV-C como método control de enfermedades en frutilla (Tabla 11.1).
Los primeros estudios realizados por Baka y col., (1999) y Marquenie y col., (2002)
describieron que estos tratamientos como promisorios para reducir la incidencia de
podredumbres. Posteriores trabajos realizaron aportes importantes al identificar mecanismo
involucrados en este efecto como i) la reduccion en la velocidad en la geminacién de conidios
tanto de Botrytis como de Rhizopus (Pan et al., 2004) y ii) la induccién de respuestas
defensivas tales como la activacion de quitinasas y glucanasas (Pombo y col., 2009).

Al analizar las variables de proceso mas relevantes en la eficacia los estudios iniciales
identificaban solo a la dosis de radiacion. Al respecto es al menos llamativo el amplio rango
de dosis empleadas que varia en dos 6rdenes de magnitud (0,25 a 30 kJ m™). El posterior
estudio realizado por Cote y col. (2013) clarifico que es sumamente importante considerar a
la combinacion de dosis e intensidad a la hora de seleccionar tratamientos ya que ambos
factores poseen relevancia e impacto en la eficacia. Al analizar el momento de aplicacion de
la radiacion UV-C los estudios iniciales se basaban casi en su totalidad en tratamientos de
poscosecha realizados antes del almacenamiento. En recientes afios, algunos equipos de
investigacion comenzaron a evaluar la posibilidad de irradiar a los frutos en la precosecha
(Xie y col., 2015; Severo y col., 2015; Xu y col., 2017). Estos trabajos ademas permitieron
realizar varios tratamientos sucesivos de irradiacion a diferencia de los métodos
convencionales. A partir de estos estudios se desprenden algunas nuevas observaciones de
interés. En primer término, si bien la irradiacion a campo logré controlar Botrytis en frutilla
producida en tuneles bajos, la presencia de luz luego de los tratamientos puede revertir ese
efecto posiblemente a través de la induccion de mecanismos de reparacién mediados por la
luz (Janizewic y col. 2016). En segundo lugar, algunos estudios mostraron efectos favorables
de la exposicion en precosecha a la radiacion UV-C en la induccion de compuestos
antioxidantes, con efecto favorables en ciertos casos (Erkan y col., 2008;de Oliveiray col.,
2016; Severoy col., 2015). De todos modos, los resultados muestran variaciones sustanciales

entre estudios. Asi, mientras que algunos autores informaron mejoras en control del
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ablandamiento y firmeza e induccidn de antioxidantes (Pany col., 2004; Severoy col., 2015;

Xie y col., 2016) esto no se observé en todos los casos (Xie y col., 2015). Ademas, algunos

estudios evidenciaron que el estrés repetido por radiacion UV en el campo puede afectar al

rendimiento y la actividad fotosintética de las hojas (de Oliveiray col., 2016). A la luz de lo

indicado por Cote et al. (2013) es posible que parte de estas variaciones se deban al empleo

de diferentes patrones de irradiacion entre estudios. Lo cierto, es que hasta la fecha no se

cuenta con un esquema de irradiacién UV-C en precosecha que pueda asegurar suficientes

beneficios para estimular su aplicacion.

Tabla I1.1. Publicaciones en las que se han empleado tratamientos UV en frutillas.

Dosis Intens

Momento y

Principales resultados

Referencia

(kJ m?)

(W m?)

N° aplicaciones

0,25-1 No se -Poscosecha antes | -Control de Botrytis con dosis mayor. Baka y col.,
informa | del -UV-C  reduccion de tasa de 1999
almacenamiento respiratoria, mejoro firmeza.
-Una aplicacion -Cambios en azUcares y acidez
0,25-4 No se | Después del | -UV-C redujo la podredumbre por | Nigroy col.,
informa | tratamiento, las | Botrytis. 2000
frutillas se | -UV-C aumento la actividad PAL
almacenaron a 20 £ | activando la biosintesis de compuestos
1°Co3°C fenolicos.
-UV-C aumento de la produccién de
etileno.
0,5-1,5 No se -Poscosecha antes | - Control de Botrytis y Monilinia sp. Marquenie
informa | del -UV-C retardo el ablandamiento y col, 2002
almacenamiento
- Una aplicacion
4,1 No se | -Poscosecha antes | - Control de Rhizopus y Botrytis. Pan y col.,
informa | del -Retraso el ablandamiento 2004
almacenamiento -Retraso velocidad de germinacion de
- Una aplicacion conidios sin impacto en viabilidad
0,4-4,3 No se -UV-C  promovié la capacidad Erkan y
informa antioxidante 'y las  actividades | col., 2008
enzimaticas
-UV-C redujo la descomposicion
4,1 No se | -Poscosecha antes | -Aumento la expresion de enzima de | Pombo vy
informa | del defensa. col., 2011
almacenamiento
-Una aplicacion
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Tabla 11.2. Publicaciones en las que se han empleado tratamientos UV en frutillas

(continuacién).

Dosis Intens

Momento y

Principales resultados

Referencia

(kIm?)  (Wm?) N° aplicaciones
4 3-33 -Poscosecha antes | -ldentifica a la intensidad como | Cote, y col.,
del un factor fundamental en la 2013
almacenamiento eficacia del tratamiento.
- Una aplicacion
3,6 No se | -Seis aplicaciones | -Sin cambios importantes en | Xie y col.,
informa | de  floracion  a | antioxidantes 2015
. madurez comercial
4,35 No se Poscosecha -Aumento de antioxidantes Severo y
informa -Aumento de volatiles col., 2015
-Induccién de proteina
alergénica.
3,6 No se | Precosecha. -Mejoro firmeza Xie y col.,
informa | 6 aplicaciones de | -Sin efecto en azucares y acidez | 2016
floracion a madurez
comercial
1,23 0,206 Precosecha. - Control de moho gris en  Janisiewicz
2 veces por semana | frutillas bajo tunel y col., 2016.
por 7 semanas.
0,5 No se | Precosecha. -Reduccién de rendimiento y | de Oliveira
informa | Desde floracion a | efectos negativos en hojas. y col., 2016
cosecha las plantas | -Promovié la activacion del
recibieron 28 | metabolismo antioxidante y evitd
aplicaciones. la podredumbre de la fruta.
0,6 No se  Durante -Sin alteracion de rendimiento. Xu y col.,
informa | crecimiento de los | -UV-C mayor firmeza, 2017
frutos -Mayor contenido de sacarosa y
Aplicaciones volatiles.
repetidas cada 3, 2, -Mayor capacidad antioxidante y
y 1 dias por 7 &c.ascorbico
semanas

En la poscosecha las condiciones 6ptimas a la luz de los trabajos realizados parecen

ubicarse en los 4 kI m2(Erkan y col., 2008; Pombo y col., 2011; Severo y col., 2015). Con

referencia a la intensidad de radiacion si bien los estudios que analizan esta variable no

abundan la mayor eficacia a la fecha se ha logrado con niveles de 36 W m (Cote y col.,

2013). De todos modos, en poscosecha la ventana de aplicacion explorada en contraposicion
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con los trabajos en etapas de cultivo ha sido sumamente estrecha. Asi, en frutilla la totalidad
de los estudios realizados a la fecha han estudiado tratamientos de una Unica exposicion a la
radiacion antes del almacenamiento. Esto probablemente obedece a que con las condiciones
actuales de tratamiento con bancos de irradiacion fijos fuera de camaras de frio esta es la
forma maés simple (Xu y col., 2017; Severo y col., 2017). También se podria hipotetizar a
favor de la realizacion de los tratamientos al inicio del almacenamiento que cuanto mas
temprano se realicen mayor ser la repuesta potencial en términos de retraso de maduracion
(Charles y col., 2003; Liu y col., 1993). De todos modos, de momento esto resulta
especulativo y por ello seria de interés estudiar si es posible ampliar la ventana de irradiacion
hacia adelante en el periodo de almacenamiento poscosecha y evaluar si este nuevo patrén
de exposicion modula la eficacia de los tratamientos. Al respecto existen diferentes
alternativas que no se han evaluado: una podria ser realizar aplicaciones repetidas a lo largo
del almacenamiento lo que redundaria en una mayor dosis final. Otra forma de exposicion a
la radiacion UV-C implicaria fraccionar las aplicaciones a fin de alcanzar dosis totales
similares a las empleadas en el método convencional. Este Gltimo patron de irradiacion es el
que se estudio en el presente Capitulo. El objetivo fue determinar si las aplicaciones de
radiacion UV-C corta y repetida a lo largo del periodo de almacenamiento retrasan el
deterioro de frutilla refrigerada en forma mas eficaz que los tratamientos convencionales de

una unica aplicacion en forma previa a la refrigeracion.
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1.2. OBJETIVO

Establecer la eficacia de tratamientos UV-C distribuidos a lo largo del periodo
poscosecha, respecto de tratamientos UV-C convencionales de una Unica exposicién
antes del almacenamiento, para controlar podredumbres y mantener la calidad de

frutilla refrigerada.
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1.3. MATERIALES Y METODOS

11.3.1. Material vegetal y tratamientos

Se cosecharon frutillas cv. Camarosa producidas en invernadero en La Plata Argentina,
con 100% de color superficial rojo y se trasladaron inmediatamente al laboratorio. Los frutos
se seleccionaron para eliminar aquellos con defectos de forma, uniformidad, tamafio o dafio
mecanico y se colocaron en bandejas plasticas de PET (20 x 10 x 5) que se ubicaron debajo
de un banco de irradiacion descripto en el Capitulo I, y se sometieron a los siguientes

tratamientos:

Control: frutos sin irradiar.

UV-C simple: frutos sometidos a un tratamiento de irradiacion con una dosis de 4,0 kJ
m en una Unica aplicacion antes del almacenamiento.

UV-C dos pasos: Sometidos a 2 exposiciones sucesivas de 2,0 k m2 al inicio y a los 4
dias de almacenamiento.

UV-C mdltiples pasos: frutos sometidos a 5 exposiciones sucesivas de 0,8 k] m? a los

0, 2, 4, 6y 8 dias de almacenamiento.

El esquema de tratamientos realizados se resume en la Figura 11.3. La intensidad de
irradiacion fue de 36 W m en todos los casos. Los frutos se almacenaron a 0 °C por 10 6 13
d.

Control

UV-C simple

UV-C multiples pasos

Tiempo a0 °C (d)

Figura 11.3. Esquema de los tratamientos UV-C empleados en el presente estudio.
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Cada bandeja contenia 10 frutos y se realizaron tres bandejas independientes para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento. EI almacenamiento se realiz6 a 0 °C y 90% de
humedad relativa durante 13 dias. A diferentes tiempos se tomaron muestras y utilizaron
inmediatamente para evaluar la calidad de los frutos o bien se almacenaron a -20 °C hasta su

uso. El ensayo completo se realiz6 por duplicado.

11.3.2. Determinaciones analiticas

11.3.2.1. Incidencia de podredumbres
La incidencia de podredumbres se evalu6 mediante una inspeccién visual y se expreso

como el porcentaje de frutos atacados.

11.3.2.2. Tasa respiratoria

La produccion de dioxido de carbono se midi6 con un sensor infrarrojo para dicho gas
(Alnor Compu-flow, Model 8650, Alnor, Estados Unidos). Aproximadamente 100 g de
frutos se colocaron en un recipiente hermético y se determind la produccion de los gases en
funcién del tiempo. La tasa respiratoria fue medida antes del almacenamiento y luego de 10
y 13 dias a 0 °C. Se realizaron tres determinaciones para cada tiempo de almacenamiento y

tratamiento. Los resultados se expresaron como ml de CO; kg h™.

11.3.2.3. Recuento de mohos y levaduras

Se realizd un recuento en placas de mohos y levaduras como se describi6 en el Capitulo
I. Los resultados se expresaron como log de unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de fruta fresca.

11.3.2.4. Pérdida de peso
Las bandejas se pesaron antes de la refrigeracion y durante el periodo de
almacenamiento. La pérdida de peso se calculd6 como se describio en el Capitulo I. Se

realizaron seis mediciones para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.
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11.3.2.5. Color superficial

Se midio el color del céliz y el receptaculo del fruto con un colorimetro para obtener los
valores L *, a*y b *y el angulo Hue (tg* b*/a*). Para la evaluacion del color del receptaculo
de la frutilla se realizaron tres mediciones en cada fruto y se promediaron. Se realizaron 30

medidas para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

11.3.2.6. Firmeza

Se realiz6 un ensayo de penetracion empleando un texturometro como describié en el
Capitulo I con ligeras modificaciones. En este caso los frutos enteros se midieron en la zona
ecuatorial en forma perpendicular al eje principal. Cada fruto se comprimié con una sonda
plana de 3 mm de diametro a una distancia de 4 mm a una velocidad de 1 mm s™. Se registré
la fuerza maxima durante ensayo y los resultados se expresaron en Newton (N). Se realizaron

cuarenta mediciones por cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

11.3.2.7. Sacarosa, glucosa y fructosa

Se pesaron 50 g de frutilla se trituraron en un molinillo y 1 g del polvo resultante se
homogeneizo6 con 10 ml de etanol y se agito en vortex durante 1 min. La mezcla se centrifugo
a 9.000 x g durante 10 min a 4 °C; el sobrenadante se recuperé y se filtré a través de una
membrana RC de 0,2 mm (Cole-Parmer, Estados Unidos) y se llevd a 50 ml con agua
desionizada. Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos de alto rendimiento (HPLC, Waters 1525,
Waters Corp., Estados Unidos), equipado con una bomba binaria, un detector de indice de
refraccion (Waters, IR 2414) y una columna Hypersil Gold Amino (4.6 x 250 mm, 5 mm,
ThermoSci., Estados Unidos). Las muestras se analizaron isocraticamente con una velocidad
de flujo de 1,0 ml min? de acetonitrilo:agua (70:30). Se realizaron tres extractos por
tratamiento y tiempo de almacenamiento. Las muestras se corrieron por duplicado y se
promediaron los valores obtenidos. Para la identificacion y cuantificacion se emplearon
soluciones estandar de glucosa, fructosa y sacarosa. Los resultados se expresaron como

gramo de los diferentes azlcares por kilogramo de peso fresco.
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11.3.2.8. Acidez
Las determinaciones se realizaron de acuerdo a AOAC (1980) tal como se describié en
el Capitulo I. Se analizaron tres muestras por tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los

resultados se expresaron como meg. H" cada 100 g de peso fresco.

11.3.2.9. Acido ascorbico

Las frutillas se congelaron en nitrégeno liquido, se procesaron en un molinillo y se
homogeneizaron. Se pesé 1 g del polvo obtenido con 5 ml de acido metafosférico 2,5% p/v
La mezcla se agit6 en vortex durante 1 minuto y luego se centrifugd a 12.000 x g durante 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se recupero y filtr6 a través de 0,45 um (MA 01581, Acetate
plus MA, Estados Unidos) y la determinacion se realiz6 mediante el uso de un cromatégrafo
de liquidos de alto rendimiento (HPLC, Waters 1525, Waters Corp., Estados Unidos),
equipado con una bomba binaria, un detector de matriz de fotodiodos y una columna C18
(4,6 x 150 mm, 5 mm) La fase mdvil fue acido metafosférico 0,5% p/v en acetonitrilo:agua
(93:7) a un caudal isocratico de 1,0 ml mint, La longitud de onda para la deteccion fue 245
nm. Para la identificacion y cuantificacion se empled una solucion estandar de &cido
ascorbico. Se obtuvieron dos extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.
Las muestras se analizaron por duplicado y se promediaron los valores obtenidos. Los
resultados se expresaron en gramos de AsA por kg de peso fresco.

11.3.2.10. Evaluacion sensorial

Se realiz6 una evaluacién sensorial visual de la fruta mediante una prueba de
aceptabilidad utilizando una escala heddnica de 9 puntos. A los panelistas se les ofrecieron
simultaneamente bandejas que contenian 10 frutillas enteras que tenian un tamafio y forma
similares de control, UV-C un paso, UV-C dos pasos y UV-C multiples pasos. La fruta se
evalud después de 10 dias de almacenamiento a 0 °C. Se pidio a los panelistas que indicaran
su aceptabilidad en una escala hedonica de 9 puntos, siendo 1: inaceptable y 9: muy aceptado.
La evaluacion considero6 aquellos atributos que pueden ser considerados en una decisién de
compra inicial (color del caliz, color del receptaculo, frescura y aceptabilidad general). El
panel estuvo integrado por 100 evaluadores no entrenados con una distribucion equitativa de

hombres y mujeres y con un rango de edad de 25 a 35 afios.
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11.3.3. Analisis estadistico

Los supuestos del modelo de homogeneidad de varianza y normalidad se probaron
mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. En el caso se ser necesario
se realizaron las transformaciones respectivas de las variables. Las muestras se analizaron
mediante un ANOVA con el software INFOSTAT. Las medias de los tratamientos se

compararon mediante la prueba de rango studentizado de Fisher (P < 0,05).
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1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

11.4.1. Incidencia de podredumbres

A los 10 dias de almacenamiento los frutos control o con tratamiento UV simple
comenzaron a presentar podredumbres. Contrariamente los frutos tratados con UVC en dos
0 multiples pasos no mostraron ataque fungico (Figura 11.4). Después de 13 dias a 0 °C, se
observo un significativo aumento en el porcentaje de frutos atacados en los frutos control. A
este tiempo de evaluacion las frutillas tratadas de forma convencional (UV-C simple)
presentaron un menor porcentaje de podredumbres que el control. Esto es coincidente con
trabajos anteriores que muestran que la irradiacion UV en una tnica dosis de 4 kJ m~2 permite
controlar a Botrytis cinerea (Cote, y col., 2013; Pan y col., 2004). Resulta importante
destacar que aqui nuevamente la irradiacion fraccionada en dos y mdltiples pasos fue
significativamente mas efectiva para controlar las podredumbres que la irradiacion individual

previa al almacenamiento.
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Figura 11.4. Incidencia de podredumbres en frutilla control o tratada con diferentes niveles
de fraccionamiento de la radiacion (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m*, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?,
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UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

11.4.2. Recuento de hongos

A fin de comprender el impacto del modo de aplicacién de la radiacion UV-C en la
microflora nativa se realizaron recuentos en placa de hongos en los frutos sometidos a los
diferentes tratamientos (Figura 11.3). Los mayores recuentos de colonias encontrados fueron
principalmente de levaduras (datos no mostrados). Al momento de cosecha los frutos control
presentaron recuentos de 3,4 log UFC g. Inmediatamente después de la irradiacion se
detect6 una disminucion significativa en los recuentos de levaduras en todos los tratamientos
UV. De todos modos, esa reduccién fue en términos absolutos pequefia (0,3 a 0,6 ciclos
logaritmicos). La mayor reduccion se observo en tratamientos de una sola aplicacion (4,0 kJ
m2) previo al almacenamiento. Mercier y col., (2001) han demostrado que la inactivacion
directa de microorganismos por radiacion ultravioleta depende en gran medida de la dosis de
radiacion. De todos modos, en el presente trabajo no se evidenciaron diferencias entre los
tratamientos de dos y mdltiples pasos que difirieron en las dosis efectivas aplicadas en forma
previa al almacenamiento. En este caso, se observd una reduccién significativa pero
moderada de aproximadamente 0,25 ciclos logaritmicos. Posteriormente durante 10 dias de
almacenamiento los recuentos de hongos aumentaron ( ~ 1 ciclo logaritmico) en las frutillas
control. Los frutos sometidos al tratamiento UV-C simple o convencional también mostraron
una tendencia creciente. Un aspecto de interés fue que los recuentos de hongos viables en
frutos sometidos a UV-C de dos y mdltiples pasos no mostraron variaciones a lo largo del
almacenamiento. Esto indica que, para una dosis de radiacion total similar, la exposicion
repetida a dosis bajas de UV-C in vivo result6 en una mas eficaz reduccion de hongos que la
irradiacion convencional antes del almacenamiento. Este efecto podria deberse a una accién
directa de la radiacién. En linea con esta posibilidad, se ha descrito que dependiendo de la
especie considerada pueden existir efectos letales en hongos con dosis relativamente
pequefas de radiacion UV-C aplicada a repeticion (Sinha y Hader, 2002; Nhung y col.,
2012). Otra alternativa posible de la mejora observada en los tratamientos fraccionados en el

control de podredumbres respecto al tratamiento convencional es un mejor mantenimiento
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de las barreras estructurales de defensa de los frutos como la pared celular. Este aspecto se
estudia en detalle en el Capitulo I1l. Por otra parte, varios estudios han descrito a la
induccién de respuestas defensivas en los frutos tales como la acumulacion de fitoalexinas
(Ben-Yehoshua, 1992), la induccion de enzimas defensivas como quitinasas y B-1,3
glucanasas (Pombo y col., 2011) o la mejora en las defensas antioxidantes (Nigro y col.,
2000; Erkan y col., 2008) como una parte importante involucrada en el control de
enfermedades derivado de la irradiacion UV-C en frutos. En ese sentido, podria hipotetizarse
que los tratamientos UV-C repetidos a lo largo de la poscosecha permiten aumentar estas

respuestas. Esto se evalta en el Capitulo IV.
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Figura I1.5. Recuento de mohosy levaduras en frutilla control o tratada con diferentes niveles
de fraccionamiento de la radiacion (UV-C simple, 1x 4,0 kJ m2, UV-C dos pasos, 2x 2,0 kJ m?,
UV-C multiples pasos, 5x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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11.4.3. Tasa respiratoria

La tasa respiratoria de las frutillas mostr6 una tendencia creciente durante el
almacenamiento tanto en los frutos control como tratados (Figura 11.6). Si bien la frutilla
tiene un patron de respiracion no climatérico en el almacenamiento, trabajos anteriores
informaron que la produccion de CO. puede aumentar especialmente después de un
almacenamiento a largo plazo (Vicente y col., 2006). Esto se ha relacionado principalmente
con las condiciones de estrés prolongado que se producen en el entorno posterior a la cosecha,
como la carencia de agua y nutrientes y el ataque de patdgenos que pueden provocar dafios
en los frutos (Liy Kader, 1989). Luego de 10 y 13 dias de almacenamiento no se encontraron

diferencias entre frutos control y tratados, independientemente del patron de irradiacion

empleado
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Figura 11.6. Tasa respiratoria en frutilla control o tratada con diferentes niveles de
fraccionamiento de la radiacion (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-
C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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11.4.4. Pérdida de peso

Los tratamientos UV-C redujeron la pérdida de peso de las frutillas en forma marcada.
Después de 10 y 13 dias, todos los tratamientos con UV-C redujeron la pérdida de peso,
independientemente del patron de exposicion a la radiacion. El efecto observado en la
reduccion de la pérdida de peso fue mas marcado en el caso de los frutos sometidos al
tratamiento fraccionado (Figura 11.7) sin diferencias significativas entre los tratamientos en
dos o mudltiples pasos. Trabajos previos informaron que los tratamientos en forma
convencional con radiacion UV en dosis total e intensidades similares a la empleada en el
presente estudio, pueden ser valiosos para reducir la pérdida de agua en frutilla (Cote y col.,
2013). En manzana minimamente procesada, la menor pérdida de agua observada como
consecuencia de la irradiacion UV-C se asocié con la fomcion de una delgada capa de
deshidratacion parcial a nivel epidérmico que podria aumentar la resistencia al flujo de vapor
de agua desde el producto hacia el medio circundante (Manzocco y col., 2011). Otros efectos
potenciales inducidos por la radiacion UV que pueden afectar la tasa de perdida de agua
incluyen cambios en la deposicion de cera en la superficie (Charles y col., 2008) y
modificaciones en el grado de cierre estomatico (He y col., 2011). De todos modos estas
respuestas parecen menos probables dada la baja temperatura de almacenamiento y con ella
la ralentizacion del metabolismo celular. Resulta de interés profundizar los estudios a fin de
determinar si estos mecanismos se encuentran involucrados en los efectos de la irradiacion
UV-C en el control de la deshidratacién y mas aun si permiten explicar la mejor performance
en este atributo alcanzada con las frutillas irradiadas en forma repetida a largo del

almacenamiento respecto al tratamientos UV-C simple.
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Figura 11.7. Pérdida de peso en frutilla control o tratada con diferentes niveles de
fraccionamiento de la radiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-
C mudltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

11.4.5. Color superficial

La luminosidad de la frutilla disminuy6 indicando que la maduracion progresé incluso
durante el almacenamiento a 0 °C (Figura 11.8). Los tratamientos UV indujeron una ligera
reduccion de la luminosidad del receptaculo (L*). Sin embargo, este efecto fue muy limitado
en comparacion con el pardeamiento registrado durante el periodo de almacenamiento de 13
dias. En este ultimo punto del almacenamiento, la aplicacion de UV-C en dos pasos causo
una menor pérdida de luminosidad que el control. Esto es consistente con los resultados
reportados por Pan y col. (2004) quienes encontraron cambios sutiles de color mencionando

que dos aplicaciones de radiacion UV-C redujeron la pérdida de luminosidad del receptaculo

(L*).
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Figura 11.8. Luminosidad en frutilla control o tratada con diferentes niveles de
fraccionamiento de la radiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-
C mudltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Inmediatamente luego del tratamiento no se detectaron cambios en el valor de Hue entre
los frutos control y tratados (Figura 11.9). Conforme avanzo el tiempo de almacenamiento,
se observo una reduccion en el &ngulo Hue tanto de frutos control como tratados indicando
un progreso del proceso de maduracion. Las variaciones registradas entre tratamientos fueron
mucho menos marcadas que las observadas en funcion del tiempo de almacenamiento
(Figura 11.7).
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Figura 11.9. Color (hue) en frutilla control o tratada con diferentes niveles de fraccionamiento
de la radiacion (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?2, UV-C multiples pasos,
5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

11.4.6. Color del caliz

El 4ngulo Hue del caliz se redujo en todos los tratamientos durante el almacenamiento
indicando la pérdida de clorofila (Marquenie y col., 2002). Aqui, del mismo modo que para
el color del receptaculo, el efecto del tiempo de almacenamiento fue superior al de los

tratamientos (Figura 11.10).
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Figura 11.10. Color (Hue) del caliz en frutilla control o tratada con diferentes niveles de
fraccionamiento de la radiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-
C mudltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

La luminosidad del céliz mostré reduccion en los frutos que fueron irradiados
independientemente de la dosis aplicada. De todos modos, esta tendencia se revirtio durante
el almacenamiento. Asi luego de 13 dias el céliz de los frutos tratados con UV-C en dos o
multiples aplicaciones mantuvieron una mayor luminosidad que los respectivos controles
indicando un retraso en el pardeamiento que resulta positivo desde el punto de vista del

mantenimiento de la calidad (Figura 11.11).
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Figura I11.11. Luminosidad del caliz en frutilla control o tratada con diferentes niveles de
fraccionamiento de la radiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-
C mudltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

11.4.7. Firmeza

Si bien todos los tratamientos mostraron una significativa reduccion en la firmeza luego
de 10 dias de almacenamiento refrigerado, el ablandamiento fue menor en los frutos tratados
con radiacion UV-C (Figura 11.12). A su vez aqui se observaron diferencias en la firmeza
dependiendo del patrén de aplicacion de los tratamientos UV-C. Asi, la aplicacion repetida
en dos o multiples pasos result6 en una retencion mas eficaz de la firmeza que la irradiacion
UV-C convencional al final del almacenamiento. Mientras que los frutos control no difirieron
en la firmeza de los sometidos al tratamiento UV-C simple al final del periodo de
almacenamiento. Contrariamente, las frutillas sometidas a tratamientos repetidos preservaron
mayor firmeza, con un efecto més marcado al aumentar el nimero de aplicaciones de UV-C.

Si bien varios estudios han informado que los tratamientos UV-C convencionales pueden
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retrasar el ablandamiento, el efecto mas intenso derivado del fraccionamiento de la dosis total
y su aplicacion por exposiciones sucesivas en el almacenamiento no ha sido descrito con
antelacion. Este es un aspecto en el que resulta de interés profundizar y se estudia en mayor
detalle en el Capitulo I11.
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Figura 11.12. Firmeza en frutilla control o tratada con diferentes niveles de fraccionamiento
de la radiacion (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?2, UV-C multiples pasos,
5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

11.4.8. Azucares, acidez y contenido de acido ascorbico

La glucosa mostrd una leve tendencia creciente en el almacenamiento, mientras que el
contenido de fructosa y sacarosa descendi6 (Tabla 11.2). Mas alla de los cambios derivados
del tiempo de almacenamiento no se detectaron diferencias entre frutos control y tratados con
UVv-C.

Finalmente, la acidez y el contenido de &cido ascdrbico no mostraron cambios

importantes ni durante el almacenamiento ni en funcion de los tratamientos (Tabla 11.2).
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Esto es de interés puesto que algunos estudios previos en otros productos informaron una
reduccion en el nivel de vitamina C luego de la irradiacion UV-C (Alothman y col., 2009;
Artés-Hernandez y col., 2010; Maharaj y col., 2014). Los resultados del presente trabajo
indican que los tratamientos UV-C convencionales de 4 kJ m? con una intensidad de 36 W
m no alteran sustancialmente los componentes mas relevantes asociados con el sabor o
calidad nutricional de la frutilla. Por otra parte, muestran que la aplicacion de esta misma
dosis total de radiacion en forma fraccionada tampoco afecta en forma negativa estos
atributos lo cual resulta deseable.

Tabla 11.3. AzUcares, acidez y &cido ascorbico en frutilla control o tratada con diferentes
niveles de fraccionamiento de la radiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m?, UV-C dos pasos, 2 X 2,0
kJ m2, UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m2) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras
distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de
P<0,05.

Tratamiento Tiempo a0 °C (d)

0 10 13
Glucosa(%o) Control 1,2abc 1,2ab 1,5¢
UV-C simple 1,1ab 1,1ab 1,5¢
UV-C dos pasos 1,0a 1,1a 1,5¢
UV-C mudaltiples 1,0a 1,0a 1,5¢c
pasos
Fructosa (%) Control 1,5¢ 1,5¢c 1,1a
UV-C simple 1,3bc 1,4bc 1,0ab
UV-C dos pasos 1,2abc 1,3abc 0,9ab
UV-C mudltiples 1,2abc 1,3abc 0,8ab
pasos
Sacarosa (%) Control 1,5¢ 1,6¢ 0,7a
UV-C simple 1,4bc 1,5¢c 0,8ab
UV-C dos pasos 1,5¢ 1,6¢ 0,8ab
UV-C mudltiples 1,36¢ 1,5¢c 0,8ab
pasos
Acidez Control 3,28ab 3,26ab 3,09a
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pasos

(meqg. H*100gY) | UV-C simple 4,02¢ 3,22ab 3,23ab
UV-C dos pasos 3,25hc 3,23ab 3,28ab
UV-C mudaltiples 3,28ab 3ab 3,23ab

pasos

Ac. ascorbico Control 0,3473a 0,4612abc 0,3499a

(g kg™ UV-C simple 0,4163abc 0,522c 0,3796ab
UV-C dos pasos 0,3979ab 0,4ab 0,4611abc
UV-C madltiples 0,4522abc 0,4812bc 0,4483abc

11.4.9. Evaluacién sensorial

Finalmente, se llevo a cabo un panel de evaluacion sensorial para evaluar si los

consumidores no entrenados eran capaces de detectar diferencias entre las frutillas control y

tratadas con UV-C que pudieran afectar su decision de compra. A los 10 dias de

almacenamiento, la frutilla sometida a irradiacion UV-C en dos etapas tuvo las puntuaciones

mas altas en color, frescura y aceptabilidad general que la fruta control (Figura 11.11). A

pesar de la falta de diferencias en los valores de color instrumental, los consumidores

prefirieron frutas tratadas con UV. Basado en un analisis méas detallado de tal discrepancia,

la puntuacion mas alta de los panelistas para las frutas irradiadas se debi6 a un mayor brillo,

que puede ser consecuencia de la menor deshidratacion de la superficie que del contenido de

pigmento. Los puntajes para todos los atributos después de 13 dias de almacenamiento

también fueron més altos para los tratamientos de dos y mdltiples pasos.
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Figura 11.13. Evaluacién sensorial en frutilla control o tratada con diferentes niveles de
fraccionamiento de la radiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-
C mudltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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1.5 CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la aplicacion de tratamientos UV-C distribuidos a lo largo
del periodo poscosecha es mas eficaz para controlar podredumbres y mantener la calidad de
frutilla refrigerada que el tratamiento UV-C convencional en una Gnica exposicion antes del
almacenamiento. Los frutos sometidos a tratamiento UV-C en dos y multiples pasos
mostraron un menor ataque fungico y pérdida de peso y un retraso en el ablandamiento. Por
otra parte, el caliz de los frutos sufri6 menor pardeamiento. EI modo de aplicacion de los
tratamientos UV-C no ejercié un impacto importante en los niveles de azlcares, acidez y
acido ascorbico. Finalmente, en un ensayo sensorial, consumidores no entrenados otorgaron
un mayor puntaje en términos de aceptabilidad global a los frutos sometidos a los

tratamientos UV-C en dos pasos.
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CAPITULO III

Efectos superficiales de la aplicacion de pulsos
de irradiacion UV-C en frutilla: Impacto sobre
la textura y el metabolismo de paredes

celulares




Capitulo I11: Introduccién

111.1. INTRODUCCION

En el capitulo anterior se observé que uno de los efectos mas relevantes encontrados

cdémo consecuencia del fraccionamiento de los tratamientos UV-C en frutilla era el retraso
en el ablandamiento de los frutos. Esto ya habia sido descripto para los tratamientos UV-C
convencionales de una Unica exposicion antes del almacenamiento (Pan y col., 2004).
Contrariamente, las mejoras en el retraso del ablandamiento derivadas de la realizacion de
tratamientos fraccionados respecto a los convencionales no se habian descrito con antelacion.
El ablandamiento poscosecha es un grave problema en frutos almacenados. En el caso de los
berries es uno de los principales factores limitantes respecto de su conservacion (Wang y
col., 2018). La textura tiene un impacto directo en la aceptacion del consumidor y determina
en gran medida la susceptibilidad a los hongos de poscosecha (Vicente y col., 2005). El
ablandamiento de los frutos se ha asociado con una serie de fendmenos diversos dentro de
los que se destacan la expansion de las células en aquellas especies en las que la maduracion
y el crecimiento se solapan con la presion de turgencia (Shackel y col., 1991). De todos
modos, uno de los procesos que mas se ha relacionado con las modificaciones texturales que

ocurren en la maduracion es la degradacion de las paredes celulares.

111.1.1. Pared celular vegetal: Una estructura compleja y dinamica

La pared celular vegetal primaria esta formada principalmente por polisacéridos (90 -
95% del total) y en menor medida por proteinas, minerales y compuestos fenélicos (Amos y
Mohnen, 2019; Gigli-Bisceglia y col., 2020). Dentro de los polisacaridos se encuentran tres
grupos principales: la celulosa, la hemicelulosa y las pectinas en proporciones que oscilan
entre 30 y 40% cada una. En frutos, la fraccion de pectinas suele ser particularmente
abundante respecto a otros 6rganos vegetales. Los componentes pécticos se ubican en la
estructura de la pared mezclados con la matriz de celulosa y hemicelulosa, laminilla media
(Figura 111.1)
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Figura 111.1. Composicién de pared celular primaria adaptado de Carpitay Mc Cann, (2015).

Celulosa: Es el polimero organico natural mas abundante en la naturaleza. Quimicamente se
trata de un homopolimero compuesto por cadenas lineales de D-glucopiranosa unidas por el
enlace (B-1,4). Las cadenas presentan hasta 10.000 residuos glucosidicos y se agrupan entre
si por puentes de hidrégeno formando una estructura supra molecular (microfibrillas) que le
otorga un ordenamiento pseudo cristalino y le concede elevada resistencia al ataque

enzimatico (Cosgrove, 2000).

Hemicelulosa: Es un grupo heterogéneo de polisacaridos cuyos miembros tienen en comun
su capacidad de ser extraibles de las paredes mediante el empleo de solventes alcalinos.
Interactan marcadamente con la celulosa mediante puentes de hidrogeno, formando una
matriz de ambos polisacaridos que da resistencia estructural a la pared (Scheller y Ulvskov,
2010). Las hemicelulosas mas comunmente halladas son los xiloglucanos, glucomananos y

xilanos.

Xiloglucano: Es la hemicelulosa mas abundante en las especies Dicotiledoneas, que
representan a la mayor parte de las frutas y hortalizas cultivadas. Se trata de un polimero
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ramificado. Su cadena principal consiste en enlaces 3-(1-4)-glucano que tienen entre 300 y
3000 residuos de glucosa. Lateralmente presenta residuos de xilosa, galactosa y en menor
medida fructosa, difiriendo las caracteristicas de las ramificaciones segin la especie
(Hoffmany col., 2005). El xiloglucano mantiene las microfibrillas separadas, lo que aumenta
la elasticidad de la pared. (Pauly y col., 1999).

Glucomananos: Son polimeros de alto peso molecular con regiones en las que se intercalan

los B (1-4)-mananos y los B (1-4)-glucano.

Xilanos: Poseen una cadena principal de residuos de xilosilo unidos por enlaces B (1-4)

sustituidos con residuos de acido a-D-glucouronico y a-D-arabinosa.

Pectinas: También se trata de un grupo heterogéneo de polisacaridos que presentan como
caracteristica comun ser ricos en acido a-D-galacturénico (GalA). Las pectinas pueden ser
tanto lineales como ramificadas. Las mas abundantes son los homogalacturonanos
consistentes en una cadena lineal de residuos de &cido galacturénico, unidos por enlaces o-
1,4 (Kumar y col., 2016). Contienen hasta 200 unidades de acido galacturénico. Los grupos
carboxilos de estos residuos pueden encontrarse en forma libre o bien esterificada con
metanol. El grado de esterificacion posee implicancias en la carga neta de la molécula
afectando su posibilidad de interactuar idnicamente formando puentes de calcio (Hofte y
Voxeur, 2017). Asimismo, afecta la susceptibilidad al ataque por enzimas hidroliticas. Otro
constituyente péctico importante es el ramnogalacturonano I (RG I) (Wachananawat y col.,
2020). Presenta una cadena principal de ramnosa y acido galacturdnico intercalados. Los
residuos de ramnosa suelen presentar largas ramificaciones de azlcares neutros,
principalmente galactosa y arabinosa (Zhao y col., 2020). Finalmente, existe un tercer grupo
de polimeros pécticos menos abundante y mas complejo estructuralmente: EI RG Il presenta
una cadena principal de acido galacturonico y grandes ramificaciones formadas por azucares
como la galactosa, apiosa, &cido acerico, &cidos octulosonico y heptulosarico. (Ropartz y
Ralet 2020). El RG Il posee la capacidad de formar dimeros a través de puentes borato diol
(O’Neill y col., 2020; Zhao y col., 2020). Las pectinas poseen influencia en la adhesion y

porosidad de la pared y sus cargas modulan el equilibrio i6nico (Gigli-Bisceglia y col., 2020).
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Asimismo, ciertos oligosacaridos derivados de su degradacion cumplen funciones como
moléculas de sefializacion y alertan a las células de la planta de la presencia de organismos

patdgenos.

111.1.2. Degradacion de pared celular y ablandamiento durante la maduracion: Un

proceso organizacion de desorganizacion.

El proceso de ablandamiento de frutos por su degradacién de paredes celulares se
atribuye a la actividad de numerosos enzimas. A continuacién, se describen sus

caracteristicas mas salientes.

Poligalacturonasa (PG): Son los enzimas de ablandamiento mas estudiados. Hidrolizan la

cadena principal del homogalacturunano (HG). Dependiendo de su modo de accion se pueden
distinguir endo- y exo- poligalacturonas. Las endo-PGs hidrolizan las pectinas en sitios
internos y por tanto son la que mas impacto poseen en la integridad del polimero. Los exo-
PGs remueven residuos individuales de GalA desde su extremo no reductor. La supresion de
PG fue el primer caracter trasformado a partir de plantas de tomate genéticamente
modificadas. ElI hecho que lo frutos no mostraron grandes variaciones en el su textura
respecto al control sugirié que no prestaban un rol tan importante en el ablandamiento como
se habia creido con anterioridad. De todos modos, estudios recientes con técnicas mas
eficaces como el ARNi han mostrado que PG presentaria importancia en el control del
ablandamiento en diferentes frutos. Algunas frutas, como tomate, palta y durazno, muestran
una alta actividad de PG (Hadfield y Bennett, 1998). Por el contrario, otras frutas (melén,
manzana Yy frutilla) muestran una actividad PG muy baja (Posé y col., 2011). En frutilla, se
han descrito dos genes de poligalacturonasas diferentes que codifican PG funcionales FaPG1
y FaPG2 (Sanchez-Sevilla y col., 2017; Candelas y col., 2020).

a-D-Xilosidasas (Xil): Son exo-enzimas que hidrolizan enlaces terminales B-1,4 entre

residuos adyacentes de D-xilosa, esta presente en las hemicelulosas y pectinas de la pared

celular, su actividad en frutilla ha sido descrita por (Martinez y col., 2004).
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1,4-B-D-glucanasas: Hidrolizan las cadenas de 1,4-B-D-glucano. En tal sentido, sus

potenciales sustratos en la pared celular serian la celulosa y otros glucanos como el
xiloglucano. Con respecto la celulosa las regiones cristalinas de sus microfibrillas se han
considerado inaccesibles para estas enzimas, aunque las zonas menos organizadas
estructuralmente podrian ser clivadas. Se considera que el principal sustrato in vivo de estas
enzimas es la cadena principal del xiloglucano. Del mismo modo que se mencioné para PG

existen 1,4-B-D-glucanasas con actividad endo y exo (Vicente y col., 2007).

o-L-arabinofuranosidasas (o -ara): Son enzimas con capacidad de remover la arabinosa de

las cadenas laterales de pectinas ramificadas como el RG | (Sozzi y col., 2004). En el caso
de la frutilla, se obtuvieron tres ADNc de arabinofuranosidasa y la expresion de los genes de
la AFase. Se ha sugerido su participacion en el desembalaje de pectina (Rosli y col., 2004;
Villareal y col., 2008).

B-D-Galactosidasas (B -gal): Son exo-hidrolasas que catalizan especificamente la hidrélisis

de los residuos de enlaces B-D-galactosidicos. Es la Unica enzima identificada en plantas
superiores con la capacidad de romper directamente residuos terminales de (1-4)-p-D-
galactano. Se consideran enzimas responsables de la remocion de galactosa terminal de
cadenas laterales de pectinas del tipo RG I. La pérdida de estos azucares es uno de los
cambios mas grandes que se observa en muchos frutos al inicio del proceso de ablandamiento
(Smith y col., 2002).

Pectinmetilesterasas (PMEs): Catalizan la hidrolisis de los ésteres metilicos de pectina (C-

6), por lo que disminuyen su grado de esterificacion. De este modo, posee varios efectos en
la bioquimica de las pectinas. Su accion permite la formacion de puentes de calcio (Abu-
Goukh y Bashir, 2003; Wu y col., 2018). El espaciado de las uniones se postula como un
factor central en la regulacién del tamafio de poros en la pared. Asimismo, la reduccion en el

grado de esterificacion facilita la posterior accion hidrolitica de poligalacturonasa.
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111.1.3. Efecto de tratamientos UV-C en el metabolismo de pared de los frutos

Dada la importancia que el proceso de ablandamiento posee en la capacidad de
conservacion de frutos y particularmente en los berries, no resulta raro comprender que haya
sido uno de los procesos mas estudiados. Numerosos estudios han demostrado que la
irradiacion UV-C puede causar un cierto retraso en la pérdida de firmeza. Si bien el estudio
inicial realizado por Baka y col. (1999) mostré que las dosis de UV-C de 0,25 kJ m™ fue més
efectiva que 1,00 kJ m, posteriores evaluaciones por Nigro y col. (2000) informaron
resultados opuestos. Parte de estas divergencias pueden comprenderse ahora a la luz de los
resultados presentados en el Capitulo | donde se observo que la intensidad de radiacion es
un factor fundamental en la eficacia de los tratamientos es mas alla de la dosis. La mayor
parte de los trabajos realizados con posterioridad sugirieron que dosis cercanas a 4,0 kJ m
e intensidades de 36 W m serian las mas favorables para tratamientos convencionales en
una unica exposicion antes del almacenamiento (Pan y col., 2004; Coté y col., 2012).
Villarreal y col. (2008) informaron que la aplicacién de tratamientos UV en frutilla antes de
la refrigeracion afecta el patrén de expresion de genes que codifican para enzimas de
degradacién de pared celular. Contrariamente, no existen estudios que hayan evaluado el
impacto de tratamientos UV-C aplicados en forma repetida y fraccionada a lo largo del
almacenamiento de los frutos en polisacaridos ni enzimas de pared. Algo similar ocurre en
relacién a los componentes de pared celular. En el presente capitulo se estudié el efecto de
los tratamientos UV-C repetidos en baja dosis durante el almacenamiento en la composicion
y actividad de enzimas de degradacion de pared células con el fin de comprender su relacion
con el control marcado del ablandamiento hallado como consecuencia de este patron de

exposicion (Capitulo 11).
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11.2. OBJETIVO

o Determinar el impacto de tratamientos UV-C distribuidos a lo largo del periodo
poscosecha, en la composicién de pared celular y actividad de enzimas asociados con su
degradacion.
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111.3. MATERIALES Y METODOS

111.3.1. Material vegetal, tratamientos y almacenamiento

Se cosechd frutilla cv. Camarosa con 100% de color rojo superficial y se llevo
inmediatamente al laboratorio. La fruta se seleccion6 adicionalmente por su tamafio (3 £ 0,3
cm de diametro del hombro) y se eliminaron aquellos frutos que tenian defectos y se
colocaron en bandejas de polietileno tereftalato (PET), en grupos de diez frutos. Las bandejas
se irradiaron en un banco de UV-C (intensidad de radiacion de 36 W m) como se describio

en el Capitulo I. Se aplicaron los siguientes tratamientos:

Control: no expuesto a la luz UV-C.

UV-C simple: 4 kJ m~2 aplicacion de UV-C antes del almacenamiento;

UV-C dos pasos: dos aplicaciones de UV-C de 2 kJ m™2 después de 0 y 4 dias de
almacenamiento;

UV-C multiples pasos: cinco aplicaciones de UV-C de 0,8 kJ m™2 después de 0, 2, 4, 6

y 8 dias de almacenamiento.

La dosis e intensidad de radiacion se determinaron con un radiémetro UV-C. Finalizado
los tratamientos, las muestras se cubrieron con una tapa de plastico perforada y se
almacenaron 0, 10 0 13 dias a 0 °C en oscuridad. Se utilizaron cuatro bandejas que contenian
10 frutos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. Luego del periodo de
almacenamiento, los frutos se cortaron transversalmente al eje principal en la zona ecuatorial
para obtener dos discos consecutivos de 4 mm de espesor. Se utilizé un disco para evaluar
las propiedades texturales de los frutos. EI segundo disco de cada fruto se cortd con un bisturi
para obtener anillos de los 3 mm exteriores del receptaculo. Los tejidos con aquenios se
utilizaron para determinar la composicion de polisacaridos estructurales y la actividad de
enzimas de degradacion de pared celular. Las muestras para la realizacion de los estudios
bioguimicos se congelaron en N liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis.

Dado que se acepta que la radiacion UV-C posee poca capacidad de penetracion se
realizo el estudio focalizando en la zona externa del receptaculo atendiendo a que los cambios

que aqui ocurren podrian ser relevantes en la interaccién con patdgenos responsable de
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podredumbres y que el analisis de todo el receptaculo podria enmascarar los cambios

superficiales.

111.3.2. Determinaciones analiticas

111.3.2.1. Propiedades mecanicas

Para evaluar la textura de los frutos se utiliz6 un disco (4 mm de espesor) de la region
ecuatorial del fruto obtenido como se indic6 en la seccion 3.1. Las propiedades mecanicas de
la fruta se evaluaron en la seccion exterior del receptaculo en discos enteros. Los discos de
fruta se comprimieron en direccion paralela al eje principal de la fruta en un analizador de
textura Texture Analyzer equipado con una sonda plana de 3 mm a una velocidad de avance
de 1 mm por segundo. Se determind la pendiente inicial (resistencia a la compresion, RC), la
fuerza maxima desarrollada durante la prueba (dureza) y la distancia recorrida por la sonda
hasta la falla mecanica del tejido (DF). Se realizaron tres mediciones por disco en puntos
equidistantes y se promediaron. Se analizaron cuarenta discos para cada tratamiento y tiempo

de almacenamiento.

111.3.2.2. Residuo insoluble en alcohol (RI1A)

Se pesaron 30 g de frutos congelados y se trituraron en un dispersor de alta velocidad
(IKA, Ultraturrax T25, Brasil) con 100 mL de etanol 96 % (v/v). La suspension resultante se
calento a ebullicion en una platina por 30 min para asegurar la inactivacion de enzimas y
prevenir la autolisis de polisacaridos de pared celular. EI material insoluble se filtré a través
de Miracloth (Calbiochem, EMD Biosciences Inc. Estados Unidos) y se lavé con 100 mL de
etanol, 100 mL de etanol/cloroformo (1:1 v/v) y 100 mL de acetona. El residuo obtenido
(RIA) se secO a 37 °C y se peso. Se realizaron tres extracciones independientes para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento Los resultados se expresaron como gramos de RIA

por cada 100 g de fruto fresco.

111.3.2.3. Fraccionamiento de la pared celular
Se obtuvieron fracciones de diferentes componentes de pared celular mediante

extracciones seriadas del material de la pared celular (RIA) con distintos solventes segun
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Vicente y col., 2007. Para ello, se suspendieron aproximadamente 40 mg de RIA en 10 mL
de agua destilada y se agitd durante 12 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 13.000 x g a 4 °C por 10 min y el sobrenadante se filtr6 a través
de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C). El residuo se lavo con agua destilada y el
filtrado se Ilamo pectinas solubles en agua (PSA). El sélido fue re-extraido con 10 mL de
CDTA 50 mmol L (como se hizo para la fraccion de PSA) y se obtuvieron las pectinas
solubles en CDTA (PSC) en el filtrado. Seguidamente, se extrajo el residuo sélido con 10
mL de Na,CO3 100 mmol L se agit6 1 h a 4 °C, se centrifugo, se filtrd por vacio y el filtrado
se llevd a 15 mL con agua destilada como se hizo previamente para obtener las pectinas
solubles en carbonato de sodio (PSN). El pellet se re-extrajo durante 1 h a 4 °C con 10 mL
KOH 1 mol L para obtener asi la fraccion soluble en KOH 1 mol L (FSK1) y luego de la
centrifugacion se re-extrajo el pellet con KOH 4 mol L para obtener la fraccion soluble en
KOH 4 mol L (FSK4). Se analizaron dos muestras para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento y cada muestra fue extraida por triplicado.

111.3.2.4. Acidos urénicos (AU)

Se analizaron segun el método de Blumenkrantz y Asboe- Hansen (1973). Alicuotas
de 100 pL de diferentes fracciones de pared celular se adicionaron a tubos de ensayo y se
llevo a 200 pul con agua destilada. Los tubos se colocaron en un bafio de agua-hielo y a cada
uno se le adicion6 1 mL de borato de sodio 7,5 mmol L (preparado en H2SO4 98% p/p). Las
muestras se agitaron con vortex y se incubaron a 100 °C por 10 min. Posteriormente, los
tubos se enfriaron en un bafio de agua-hielo y a cada uno se le adicionaron 20 puL de m-
fenilfenol (preparado en NaOH 0,5% p/v). Luego de agitar los tubos se midio la absorbancia
a 520 nm en un espectrofotometro. Se realizd una curva de calibracién con &cido
galacturénico (100 pg mL™). Se analizaron dos muestras independientes para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento, y las medidas se realizaron por triplicado.

111.3.2.5. Azucares neutros (AN)
La determinacion se realizé empleando 2-cianoacetamida de acuerdo a Gross y Sams
(1984). Se determind la absorbancia a 276 nm y se calculd el nivel de azlcares totales

empleando una curva de calibracion con glucosa (100 pg mL™). Se analizaron 2 muestras
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independientes para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento y las medidas se

realizaron por triplicado.

111.3.2.6. Ramificacion de pectinas
La ramificacion de pectinas se estimo calculando la proporcion de azUcares totales a

acidos urénicos en la fraccion PSC. Las mediciones se realizaron por triplicado.

111.3.2.7. Preparacion de extractos enzimaticos

Aproximadamente 5 g de fruto se molieron en un Utraturrax con 10 mL de buffer de
extraccion (acido acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5; NaCl 1 M; PVPP 10 g%). La
suspension obtenida se agitd por 4 h a 4 °C y luego se centrifugd a 10.000 x g por 10 min. El
sobrenadante se dializ6 por 12 h en buffer &cido acético/acetato de 30 mM pH 5,5 en
constante agitacion. El extracto obtenido se utilizo para la determinacion de las actividades
enzimaticas. Se prepararon tres extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento

analizado y las determinaciones se realizaron por triplicado.

111.3.2.8. Poligalacturonasa (PG, EC 3.2.1.15)

La actividad se midié en mezclas de reaccion que contenian 400 puL de buffer acido
acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5, 400 uL 4cido poligalacturénico 0,15% p/vy 600 pL
de extracto enzimatico. La mezcla de reaccidon se incub6 a 40 °C y se tomaron alicuotas de
200 pL a diferentes tiempos hasta completar 36 h, para frenar la reaccion se afiadio 1 ml de
borato de sodio 1 M. Una unidad enzimatica (UAE) se definio como la variacion de
absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por kilogramo de
peso fresco.

111.3.2.9. a-D-xilosidasa (a-xil EC 3.2.1.37)

La actividad se midié en una mezcla que contenia 400 puL de buffer &cido
acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5 600 pL de extracto enzimatico y 400 pL de p-
nitrofenil-a-D-xilopirandsido 10 mM (Sigma, SL, Estados Unidos). La mezcla de reaccion
se incubo a 40 °C y se tomaron alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos hasta completar 24

h, para cortar la reaccion se afiadié 600 puL de Na,COz 0,4 M y se midié la absorbancia a 400
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nm para determinar la velocidad de reaccion lineal enzima-sustrato. Se prepararon tres
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones
se realizaron por triplicado. Una unidad enzimética (UAE) se definié como la variacion de
absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por kilogramo de

peso fresco.

111.3.2.10. Endo-p-1,4-glucanasa (EGasa, EC 3.2.1.4)

La actividad se midié en una mezcla que contenia 400 pL de buffer &cido
acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5 600 pL de extracto enzimatico y 400 pL de
carboximetilcelulosa (CMC) al 0,2% (p/v). La mezcla de reaccién se incub6 a 40 °C y se
tomaron alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos hasta completar 36 h, para detener la
reaccion se afiadio 1 ml de borato de sodio 1 M. Los azucares reductores liberados se
midieron con 2-cianoacetamida de acuerdo a Gross y Sams (1984). Se prepararon tres
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones
se realizaron por triplicado. Una unidad enzimética (UAE) se definié como la variacion de
absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por kilogramo de

peso fresco.

II11.3.2.11 a-L-arabinofuranosidasa (a-L-ara, EC 3.2.1.55)

La actividad se midié en una mezcla que contenia 400 pL de buffer &cido
acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5 600 pL de extracto enzimatico y 400 uL de para
nitrofenil-a-L-arabinofuranésido 10 mM (Sigma, SL, Estados Unidos). La mezcla de
reaccion se incubd a 40 °C y se tomaron alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos hasta
completar 38 h, para detener la reaccion se afiadié 600 puL de Na.CO3 0,4 M y se midio la
absorbancia a 400 nm para determinar la velocidad de reaccion lineal enzima-sustrato. Se
prepararon tres extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por triplicado. Una unidad enzimética (UAE) se definié como
la variacion de absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por

kilogramo de peso fresco.
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II1.3.2.12. B-D-galactosidasa (f-gal, EC 3.2.1.23)

La actividad se midié en una mezcla que contenia 400 pL de buffer &cido
acetico/acetato de sodio 50 mM pH 5,5, 600 pl de extracto enzimatico y 400 pL de p-
nitrofenil-p-D-galactopiranésido 10 mM (Sigma, SL, Estados Unidos). La mezcla de
reaccion se incub6 a 40 °C y se tomaron alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos hasta
completar 6 h, para frenar la reaccién se afiadio 600 pL de Na.COs 0,4 M y se midi6 la
absorbancia a 400 nm para determinar la velocidad de reaccion lineal enzima-sustrato. Se
prepararon tres extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por triplicado. Una unidad enzimatica (UAE) se definié como
la variacion de absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por

kilogramo de peso fresco.

II1.3.2.13. p-glucosidasa (- glc, EC 3.2.1.21)

La actividad se midié en una mezcla que contenia 400 pL de buffer &cido
acetico/acetato de sodio 50 mM pH 5,5, 600 pl de extracto enziméatico y 400 ul de p-
nitrofenil-p-D-glucopirandsido 10 mM (Sigma, SL, Estados Unidos). La mezcla de reaccion
se incubd a 40 °C y se tomaron alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos hasta completar 6
h, para cortar la reaccion se afiadio 600 pL de Na,CO3 0,4 My se midio la absorbancia a 400
nm para determinar la velocidad de reaccion lineal enzima-sustrato. Se prepararon tres
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones
se realizaron por triplicado. Una unidad enzimaética (UAE) se definié como la variacién de
absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por kilogramo de

peso fresco.

II1.3.2.14. a-galactosidasa (a-gal EC, 3.2.1.22)

La actividad se midié en una mezcla que contenia 400 pL de buffer &cido
acetico/acetato de sodio 50 mM pH 5,5, 600 pl de extracto enziméatico y 400 ul de p-
nitrofenol-a-D-galactopiranésido 10 mM (Sigma, SL, Estados Unidos). La mezcla de
reaccion se incubo6 a 40 °C y se tomaron alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos hasta
completar 6 h, para cortar la reaccion se afiadié 600 pl de NaCOz 0,4 M y se midio la

absorbancia a 400 nm para determinar la velocidad de reaccion lineal enzima-sustrato. Se
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prepararon tres extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por triplicado. Una unidad enzimatica (UAE) se definié como
la variacion de absorbancia de 0,01 en un minuto. Los resultados se expresaron en UAE por
kilogramo de peso fresco.

111.3.2.15. Extraccion y determinacion de actividad pectilmetilesterasa (PME, EC 3.1.1.11)

Aproximadamente 5 g de fruto se molieron en un Utraturrax con 10 mL de NaCl 1M
conteniendo 10 g L™ de polivinilpolipirrolidona y 10 mM cisteina. La suspension obtenida
se agito por 4 h a4 °Cy luego se centrifugd a 10.000 x g por 20 min. El sobrenadante se uso
para medir la actividad enzimatica. La mezcla contenia 600 pL de pectina 0,15% p/v (grado
de esterificacion 70%), 150 uL de azul de bromotimol 0,01% en 0.003 M de buffer fosfato
pH: 7,5, 100 L de agua destilada y 200 pL de extracto enzimatico. Se tomaron alicuotas de
200 pL durante 30 minutos, y se midio la reduccion de la densidad éptica a 620 nm a 37 °C.
Una unidad enzimatica (UAE) se definié como la variacion de absorbancia de 0,01 en un

minuto. Los resultados se expresaron en UAE por kilogramo de peso fresco.

111.3.3. Analisis estadistico

Los supuestos del modelo de homogeneidad de varianza y normalidad se probaron
mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. En el caso de ser necesario
se realizaron las transformaciones respectivas de las variables. Las muestras se analizaron
mediante un ANOVA con el software INFOSTAT. Las medias de los tratamientos se

compararon mediante la prueba de rango studentizado de Fisher (P < 0,05).

99



Capitulo I11: Resultados y discusion

111.4. RESULTADOS Y DISCUSION
111.4.1. Propiedades mecéanicas de los frutos

Inmediatamente después de la irradiacion, no se observaron diferencias entre los
tratamientos en ninguna de las propiedades mecéanicas evaluadas (Figura 111.1 y Tabla
I11.1). Tanto la resistencia a la compresion como la dureza y la distancia a la falla mecanica
mostraron un descenso durante el almacenamiento. La resistencia a la compresion de la fruta
fue el pardmetro que mostré la mayor reduccion en el tratamiento control durante el
almacenamiento (~ 65% a los 13 dias respecto al nivel al momento de cosecha) (Figura
111.2). La dureza de los frutos mostré una tendencia similar (Tabla I11.1). Para este atributo,
a los 10 dias de refrigeracion no se encontraron diferencias entre fruto control o tratados en
forma convencional con radiacion UV-C. Contrariamente, los frutos sometidos al tratamiento
UV en multiples pasos conservaron niveles significativamente superiores. Al final del

almacenamiento los frutos control presentaron los niveles mas bajos de resistencia a la

compresion.
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Figura 111.2. Resistencia a la compresion de la regidn externa del receptaculo de frutilla
control y tratada con radiacién UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x
4,0 kJ m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-C multiples pasos, 5x 0,8 kJ m?) almacenada a 0
°C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.
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Luego de 13 dias de refrigeracion se observo una mayor dureza en las frutillas
sometidas al tratamiento convencional antes del almacenamiento respecto a los controles y
un efecto alin més marcado para los frutos tratados con UV-C en dos o multiples pasos. Este
retraso en el ablandamiento fue muy marcado, a punto tal que los frutos sometidos a los
tratamientos fraccionados no evidenciaron en todo el periodo de almacenamiento una

disminucion significativa en la dureza respecto a los valores al inicio de la refrigeracion.

Tabla I11.1. Dureza y distancia a la ruptura en frutilla control o tratada con radiacion UV-C
con diferentes niveles de fraccionamiento de la irradiacién (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ m, UV-C dos
pasos, 2 X 2,0 kJ m2, UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10y 13
dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de

significancia de P<0,05.
Tratamiento Tiempo a 0° (d)

0 10 13
Dureza (N) | Control 0,456d 0,371bc 0,295a
UV-C simple 0,446d 0,376bc 0,356b
UV-C dos pasos 0,447d 0,411cd 0,414cd
UV-C multiples pasos 0,455d 0,413cd 0,424 d
Distancia de | Control 1,320c 1,283b 1,245a
ruptura UV-C simple 1,319c 1,287b 1,241a
(mm) UV-C dos pasos 1,321c 1,295bc 1,287b
UV-C multiples pasos 1,320c 1,297bc 1,277b

Finalmente, la distancia a la ruptura de los frutos irradiados con UV-C en forma
fraccionada fue mayor al final del periodo de refrigeracidn que en los frutos control o tratados
con UV-C en forma convencional (UV-C simple). Dado que el ablandamiento de los frutos
que acompafia a la maduracion, se ha relacionado en buena medida con el desensamblaje de
la pared celular (Brummell, 2006; Saladié y col., 2007; Paniagua y col., 2014) de decidi6
analizar los cambios inducidos en los tratamientos tanto en los componentes como en las

enzimas asociadas a este proceso.
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111.4.2. Actividad de enzimas involucrados en la degradacién de hemicelulosa

Inicialmente se analizé la actividad de B-glucosidasa (B-glc) y endo-1,4-B-glucanasas
(EGasa), enzimas involucrados en la degradacion de hemicelulosa, particularmente cadenas
principales de xiloglucano, polimero hemicelulésico méas abundante en la pared celular de
las frutillas. Las enzimas mostraron patrones de actividad opuestos con el almacenamiento.
La B-glc aumenté (Figura 111.3) mientras que EGasa disminuy6 (Figura 111.4), pero ambas
fueron inhibidas significativamente por los tratamientos con UV-C. Después de 10 dias a 0
°C, las frutillas tratadas con UV-C mostraron menores actividades de -glc y EGasa que el
control, independientemente del modo de exposicion a la radiacién UV-C. En la ultima fecha
de muestreo, las diferencias entre el control y los frutos irradiados con UV-C todavia fueron
detectables para B-glc, pero no para EGasa. A diferencia de lo que se encontr6 para las
propiedades mecanicas de la fruta, estos enzimas mostraron una actividad similar en la fruta

que recibio los diferentes tratamientos UV-C.
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Figura 111.3. Actividad p-glucosidasa de la region externa del receptaculo de frutilla control
y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ
m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?2, UV-C miltiples pasos, 5x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.
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Figura I11.4. Actividad endo-1,4-g-glucanasa de la region externa del receptaculo de frutilla
control y tratada con radiacién UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 4
kJ m, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?2, UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.

Los residuos de xilosa son los mas abundantes en las cadenas laterales de xiloglucano
(Carpita y Gibeaut, 1993). Por ello se evaluo la actividad de la a-xilosidasa (a-xil) a fin de
establecer si existian diferencias en los niveles de este enzima en funcion del patron de
irradiacion UV-C. Al igual que la B-glc la actividad de la a-xil aumentd con el tiempo de
almacenamiento y fue inhibida por los tratamientos (Figura 111.5). En este caso al final del
periodo de refrigeracién se hallé una mayor inhibicién en la frutilla sometida a tratamientos
UV-C en multiples pasos. La radiacion ultravioleta puede tener efectos inhibidores sobre las
proteinas por diferentes mecanismos. Los aminoacidos arométicos pueden absorber la luz
ultravioleta y esto puede desencadenar la expulsion de electrones de sus cadenas laterales. A
su vez, los electrones pueden ser capturados por puentes disulfuro, lo que lleva a la formacion
de grupos tiol libres, afectando la actividad catalitica en ciertos casos (Neves-Peterseny col.,
2012). Otro mecanismo posible de cambios inducidos por los rayos UV en las proteinas esta

mediado por especies reactivas del oxigeno, cuya produccidn se sabe que se exacerba en
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respuesta a la luz ultravioleta, y que puede oxidar residuos de aminoacidos relevantes para la
actividad catalitica como co factores enzimaticos (Schieber y Chandel, 2014). Finalmente,
la radiacion ultravioleta también podria modular la actividad enzimética por cambios “aguas
arriba” al reducir el nivel de transcripcion de los genes correspondientes (Sheny col., 2016).
Pombo y col. (2009) mostraron que tratamientos con UV-C similares a los aplicados aqui
modulaban la transcripcion de genes relacionados con la maduracion de la frutilla. EI hecho
de que los cambios en la actividad enziméatica encontrados en el presente trabajo no se
observaron inmediatamente después de los tratamientos, sino mas bien durante el
almacenamiento, apoya al menos indirectamente en mayor medida la posibilidad de que los
efectos se deban a cambios transcripcionales mas que a alteraciones directas en las estructuras
proteicas que debieran haberse detectado ya al inicio. Sin embargo, esto deberia estudiarse

con mas detalle.
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Figura I11.5. Actividad a-xililosidasa de la regidn externa del receptaculo de frutilla control y
tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x 4,0 kI m
2 UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m2, UV-C maltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?2) almacenada a 0 °C durante
0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher con un
nivel de significancia de P<0,05.
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111.4.3. Actividad de enzimas involucrados en la degradacién de pectina

En la ultima década ha habido evidencia concluyente que muestra que la ruptura de las
paredes celulares en berries involucra mayormente cambios en pectina y no tanto en
hemicelulosas y celulosa (Paniagua y col., 2014; Candelas y col., 2020). Varios trabajos
empleando estrategias biotecnoldgicas para inhibir la actividad de genes que codifican para
pectinasas de frutilla muestran retrasos significativos en el ablandamiento (Molina-Hidalgo
y col., 2013; Paniagua y col., 2016; Posé y col., 2016; Posé y col., 2018). En el presente
trabajo el aumento en la actividad PG que acompafia a la maduracion de los frutos fue
fuertemente inhibido por los tratamientos UV-C. Asi, la actividad PG se incrementd tres
veces luego de 13 dias en el control, y solo el 50% en los frutos sometidos a tratamientos con
UV-C (Figura I11.6). En este caso, y de manera similar a los resultados encontrados para la
B-glc y EGasa, los tres esquemas de tratamiento de irradiacion con UV-C causaron una

inhibicion comparable de PG.
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Figura 111.6. Actividad poligalacturonasa de la regién externa del receptaculo de frutilla
control y tratada con radiacién UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 4
kJ m2, UV-C dos pasos, 2x2 kJ m?2, UV-C mdltiples pasos, 5x 0,8 kJ m?) almacenadas a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.
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La actividad de PME no mostro cambios en el control durante el almacenamiento (Figura
111.7). Este resultado coincide con trabajos previos que informan que la actividad de PME
alcanza su punto maximo en las frutillas en estado verde (Draye y Van Cutsem, 2008). Al
igual que la PG, la exposicion a UV-C inhibié a PME hacia el final del almacenamiento en
forma marcada, pero con un efecto similar en respuesta a todos los tratamientos UV-C
ensayados (Figura 111.7). El papel de la PME en la retencién de firmeza no se comprende
aun por completo, por un lado desesterificacion de pectinas puede facilitar la formacién de
puentes de calcio de pectina que refuerzan la pared, aunque también genera
poligalacturonanos que resultan ser mejores sustratos para la accion de PGs y los

pectatoliasas que sus equivalentes esterificados (Brummell, 2006).
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Figura 111.7. Actividad pectilmetilesterasa de la regién externa del receptaculo de frutilla
control y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x
4,0 kJ m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m2) almacenada a 0
°C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de
Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

La pérdida de azUcares neutros como la arabinosa y galactosa presentes en las cadenas

laterales o ramificaciones de las pectinas es otro de los cambios importantes que acompafia
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el ablandamiento de frutos (Gross y Sams, 1984; Carpita y McCann,2015). Por ello se
evaluo la actividad de las enzimas responsables de este proceso: a-arabinofuranosidasa (o-
ara) y B-galactosidasa (B-gal). La actividad a-ara mostré una tendencia creciente a lo largo
del almacenamiento (Figura 111.8). Esto esta en linea con trabajos anteriores que muestran

un aumento en la expresion durante la maduracion de la frutilla (Rosli y col., 2009).
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Figura 111.8. Actividad a-arabinosidasa de la region externa del receptaculo de frutilla control
y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ
m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m2, UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.

En este caso, los tratamientos con UV-C no inhibieron esta enzima (Figura 111.8). Con
respecto a B-gal si bien no se observaron diferencias entre tratamientos antes del
almacenamiento se detectd una significativa inhibicion a los 10 dias en los frutos tratados
con UV en forma repetida (Figura 111.9). Pombo y col. (2009), al analizar la influencia de
la irradiacion UV-C aplicada inmediatamente despues de la cosecha sobre la expresion de

genes implicados en la degradacion de la pared celular, encontraron, en muchos casos, una
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menor acumulacion de los correspondientes ARNm en breves intervalos de tiempo tras el
tratamiento de irradiacion. Sin embargo, este efecto fue transitorio, y se encontraron niveles
de expresion normales o incluso mas altos que en los controles luego de un periodo de
recuperacion. En este escenario, si la exposiciéon a la radiacion UV-C a dosis baja es
suficiente para reprimir la transcripcidn de estos genes, la aplicacion repetida podria ejercer
un efecto mas prolongado y un consiguiente beneficio en la integridad de la pared celular.
Después de 13 dias de almacenamiento, y cuando finalizé la irradiacion UV-C, se

encontraron niveles similares de actividad -gal en todos los tratamientos (Figura 111.9).
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Figura 111.9. Actividad p-galactosidasa de la region externa del receptaculo de frutilla control
y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x 4,0 kJ
m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?2, UV-C miltiples pasos, 5x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.
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Los resultados muestran que los tratamientos UV-C fraccionados afectaron en forma mas
marcada a la actividad B -gal que los convencionales y esto podria en cierto modo tener
influencia en la remocion de cadenas laterales de pectinas de tipo RG I. Sin embargo, se
necesita mas trabajo para comprender de modo completo el impacto de la radiacién
ultravioleta en las enzimas de degradacion de pared. Asi resultaria relevante analizar el
impacto en pectato y ramnogalacturonano liasas que se ha demostrado que contribuyen al
ablandamiento de frutilla (Quesada y col., 2009; Molina-Hidalgo y col., 2013; Posé y col.,
2016).

111.4.4. Solubilizacién de hemicelulosas

Las hemicelulosas se extrajeron en dos fracciones diferentes en funcién de su
solubilidad en KOH. Frecuentemente la primera extraible con KOH 1 M suele enriquecerse
con glucanos no ramificados, mananos o galacto-gluco-mananos (Brummell, 2006),
mientras que concentraciones mas elevadas de alcali (~4 M) son necesarias cominmente para
extraer al xiloglucano. De todos modos, conforme progresa la maduracién las fracciones mas
fuertemente asociadas a la pared pueden hacerse mas solubles en la medida que los polimeros
son hidrolizados por los diferentes enzimas. Las hemicelulosas solubles en KOH 1 M
representaron entre un 20 y un 35% del total de hemicelulosas antes del almacenamiento
(Figura 111.10). Luego de 13 dias de refrigeracion y a pesar del marcado deterioro en la
textura de los frutos no se observaron cambios marcados en la solubilidad de hemicelulosa.
Todos los tratamientos al final de la refrigeracion mantuvieron una distribucién similar en
términos de la solubilidad de la hemicelulosa. Esto sugiere que los cambios determinados in
vitro en alguna de las enzimas responsables no se tradujeron en cambios evidentes al menos
mediante esta forma de evaluacidon. Si bien no puede descontarse que hayan ocurrido otros
cambios como consecuencia de los tratamientos UV-C en las hemicelulosas al menos estos

ocasionaron una modificacion significativa en su solubilidad relativa.
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N KOH1IM [ KOH4M

90 1

60 -

30 A

Solubilizacién de hemicelulosas (%)

Control uv-C uv-C uv-C Control uv-C uv-C uv-C
simple dos pasos muiltiples pasos simple dos pasos multiples pasos

0 dias a 0°C 13 dias a 0°C

Figura 111.10. Solubilizacion de hemicelulosas de la region externa del receptaculo de frutilla
control y tratada con radiacién UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x
4 kJ m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m2, UV-C mdltiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.

111.4.5. Solubilizacidon de pectinas y contenido total de pared celular (RIA)

La solubilidad de las pectinas se determiné a partir de la extraccion sucesiva en tres
solventes: agua, agentes quelantes y carbonato de sodio para obtener las pectinas solubles en
agua o débilmente ligadas (PSA), extraibles con CDTA o asociadas iénicamente (PSC) y
aislables por extraccion con Na.COz (PSN) o fuertemente asociadas a la pared (Figura
I11.11). Las pectinas solubles en agua (PSA) representaron aproximadamente el 40% del total
de &cidos uronicos (AU) de la pared celular al inicio del almacenamiento y esta proporcion
aument6 a aproximadamente 50% a los 13 dias de refrigeracion en los frutos control.
Inmediatamente después de la irradiacion no se encontraron diferencias en las PSA entre los
tratamientos. En contraste, después de 13 dias la fruta que recibio los tratamientos de UV
fraccionados mantuvo niveles més bajos de PSA. EI comportamiento de las PSC fue similar
para el control y para las frutas tratadas antes del almacenamiento. En cambio, los
tratamientos con irradiacion UV-C fraccionada en multiples pasos mostraron un nivel mas
alto de pectina extraible después de 13 dias a 0 °C (Figura I11.11). Esto puede indicar que la

exposicion repetida a los rayos UV-C dio lugar a un mayor grado de interacciones ionicas
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entre los polimeros pécticos, lo que podria suponer que resultaria de diferencias en el grado
de esterificacion de la pectina. Sin embargo, también se ha demostrado que los cambios en
la ramificacion del poliurénido afectan la fuerza de las interacciones ionicas de pectina y la
capacidad de extraccion de polisacaridos con agentes quelantes (Salato y col., 2013). El
anclaje de las cadenas laterales de galactano RG-1 puede haber evitado la solubilizacion,

como han sugerido Popper y Fry (2005) y Zykwinska y col. (2007).
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Figura 111.11. Solubilizacién de pectinas de la region externa del receptaculo de frutilla
control y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 4
kJ m?2, UV-C dos pasos, 2x2 kJ m?, UV-C multiples pasos, 5x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C
durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P<0,05.

Finalmente, la fraccion PSN mostr6 menores cambios durante el almacenamiento
(Figura 111.11).

111.4.6. Ramificacidon de pectinas ligadas fuertemente a la pared

Para caracterizar ain mas la fraccion de pectina fuertemente unida a la pared evaluamos la
proporcidn de azlcares neutros a acidos urénicos que puede utilizarse como un indicador de

su grado de ramificacion. El cociente entre azcares neutros y acidos urénicos aumento en la
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medida que los frutos fueron sometidos a tratamientos mas fraccionados de radiacion UV-C.
Asi, las frutillas control mostraron niveles de ramificacion 80% superiores a los frutos

tratados con UV-C en multiples pasos (Tabla 111.2).

Tabla I111.2. Ramificacidn (Az totales/Ac urdnicos) de la fraccién soluble en Na,COs; de la
region externa del receptaculo de frutilla control y tratada con radiacion UV-C con diferentes
niveles de fraccionamiento (UV-C simple, 1 x 4 kJ m?, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-C
multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?) almacenada a 0 °C por 13 dias. Las letras distintas indican
diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Tratamientos Azucares totales
Ac. Uronicos
Control 2,4c
UV-C simple 3,8b
UV-C dos pasos 3,8b
UV-C multiples pasos 4,3a

Dado que los azlcares neutros estan presentes en las cadenas laterales de las pectinas tipo
RG | y la proporcién de glucanos y mananos en esta fraccion es normalmente baja, esto
puede, a primera vista, especularse que es el resultado de diferencias en el grado de
ramificacion de la pectina. Sin embargo, las inferencias sobre la ramificacion de pectina a
partir de cambios en las proporciones AU es indirecta. Resultaria necesario realizar analisis
especificos de azucares neutros para evaluar los cambios en la relacion (Arabinosa +
Galactosa) / Ramnosa para respaldar esto ain mas con evidencia directa.

Finalmente, se evalu6 el residuo obtenido después de una extraccion extensa en etanol en
ebullicion (RIA), que para los frutos que tienen niveles bajos de almidon representa
principalmente el material de la pared celular insoluble. Antes del almacenamiento en frio,
el RIA fue cercano a 1,9% sin diferencias entre los tratamientos. No se encontraron cambios
significativos en el RIA con los frutos control durante la refrigeracion. Contrariamente, las
frutillas sometidas a una exposicién fraccionada a los rayos UV mostraron una tendencia
creciente en los niveles de RIA (Figura 111.12). El aumento de material insoluble es al menos

inesperado, dado que se sabe que la degradacion extensa de polisacaridos acompana al
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ablandamiento de la fruta (EI Ghaouth y col., 2003). Una posible explicacion para este
incremento podria ser la insolubilizacion de la pared inducida por la exposicion a la radiacién
UV. Se conoce que los tratamientos con UV-C exacerban la produccion de H2O- (Civello y
col., 2006) esto podrian modular el entrecruzamiento de proteinas y compuestos fenélicos de
la pared (Brisson y col., 1994). Se ha demostrado la reticulacion oxidativa mediada por H20>

de proteinas de la pared celular de plantas ricas en prolina (PRP) (Bradley y col., 1992).
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Figura 111.12. Residuo insoluble en alcohol (RIA) de la region externa del receptaculo de
frutilla control y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (UV-C
simple, 1 x 4 kJ m?, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?, UV-C multiples pasos, 5 x 0,8 kJ m?)
almacenadas a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas
en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Marshall y col., (1999) hallaron una significativa reduccion de la solubilidad del

material de la pared celular de plantas sometidas a agentes estresores externos.
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111.5. CONCLUSIONES

En el presente capitulo se evalud la influencia de los tratamientos con UV-C
convencional y de dosis bajas y repetidas de UV-C en la firmeza de la frutilla, la degradacion
de polisacaridos de la pared celular y la actividad de las enzimas asociadas. Los tratamientos
con UV-C retrasaron el deterioro de las propiedades mecanicas de la superficie. Este efecto
fue mucho mas eficaz en los frutos sometidos a la irradiacion de dos y multiples pasos. Este
efecto se relacioné con una mayor inhibicién de las enzimas de eliminacion de cadenas
laterales de hemicelulosa (a-xilosidasa) y pectina (B-galactosidasa). Con relacion al impacto
en los polisacaridos de pared los frutos sometidos a tratamientos UV-C repetidos en bajas
dosis en el almacenamiento retrasaron la solubilizaciéon y mantuvieron una mayor
ramificacion. Finalmente, se observd un mayor contenido de pared total en los frutos
sometidos a tratamientos fraccionados lo que podrian sugerir una insolubilizacién de
componentes probablemente por la induccion de procesos de entrecruzamiento. Los
resultados del presente capitulo sugieren que la mejora en el mantenimiento de la textura de
los frutos sometidos a tratamientos UV-C repetidos en baja dosis respecto a tanto a frutos
control o sometidos a tratamientos UV-C convencional en una Gnica aplicacidn se asocia con

un retraso en el desensamblaje de la pared celular.
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CAPITULO IV

Efectos superficiales de la aplicacion de pulsos
de irradiacion UV-C en frutilla: Impacto sobre
el desarrollo de podredumbres y el contenido

de antioxidantes.
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IV.1. INTRODUCCION

1V.1.1. Especies reactivas del oxigeno (EROs) y metabolismo antioxidante

Las especies EROs son atomos o grupos de atomos que o bien poseen electrones
desapareados o son fuertes oxidantes (Halliwell, 1992). Esto hace que tienden a captar los
electrones de moléculas estables para alcanzar su estabilidad electroquimica. Entre las EROs
mas relevantes a nivel molecular se destacan el oxigeno singulete, el radical superoxido y el
peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo (Mittler, 2017; Ji y col., 2020). Las EROs son
generadas durante el metabolismo celular normal (respiracién mitocondrial, fotosintesis, en
algunas reacciones enzimaticas, entre otros) y actualmente se acepta que no son sélo un
subproducto del metabolismo, sino son de vital importancia en numerosas repuestas
fisioldgicas que incluyen la sefializacion celular, la participacion como intermediarios o co-
sustratos en numerosas reacciones metabdlicas (Waszczak y col., 2018; Lyu y col., 2019).
Particularmente bajo condiciones diversas de estrés, la generacion de EROs puede
exacerbarse. Esta sobre produccion puede ocasionar dafio oxidativo en diferentes
componentes celulares (proteinas, lipidos). Por ello, a fin de mantener los niveles de EROs
bajo control los organismos han desarrollado una serie de estrategias antioxidantes. A partir
de esto, resulta claro comprender que una respuesta muy comunmente descrita al stress por
irradiacion UV es la induccién de antioxidantes (Pombo y col, 2011; Urban y col., 2016;
Jacobo-Velazquez y col., 2020).

1VV.1.2. Principales compuestos antioxidantes en frutos

Los frutos presentan una gran diversidad de compuestos antioxidantes. Los principales
grupos incluyen a los compuestos fendlicos, el &cido ascorbico, el glutation, los carotenoides,
y los tocoferoles y tocotrienoles (Vicente y col., 2009; Alasalvar y col., 2020). Estos
compuestos derivados principalmente del metabolismo secundario cumplen, dependiendo
del metabolito considerado, funciones variadas que exceden la regulacion de los niveles de
EROs como por ejemplo la contribucion a la coloracion (ej. carotenoides y antocianinas)
(Comert y col., 2020; Zacarias-Garcia y col., 2020) o al sabor y aroma (gj. taninos,

compuestos fendlicos volatiles) entre otras (Torregrosa y col., 2020; Lara y col., 2020).

116



Capitulo IV: Introduccion

Algunas moléculas antioxidantes participan ademas precursores y/o co-sustratos metabolicos
(ej. &cido ascorbico, carotenos), regulan aspectos centrales del desarrollo como la expansion
celular (ej. acido ascérbico) o se encuentran involucradas en procesos de sefializacion (ej.
acido salicilico), en la estabilizacion de membranas (ej. tocoferoles y tocotrienoles) en la
detoxificacién de compuestos xenobidticos (como el glutatién) en la defensa frente a
patdgenos y/o como componentes estructurales (por ejemplo algunos compuestos fenélicos)
(Pérez-Llorcay col., 2020; Steelheart y col., 2020; Janda y col., 2020).

IV.1.2.1. Compuestos fenolicos

Representan con méas de 6.000 metabolitos diferentes el grupo maés diverso de
antioxidantes en los vegetales (Duthie y col., 2003, Seeram y col., 2006, KonicRistic y col.,
2011). Los mismos derivan de dos rutas la fenilpropanoide a partir de aminoacidos
aromaticos como la fenilalanina y la ruta del acido shiquimico. Su caracteristica distintiva es
la presencia de anillos aromaticos con grados variables de hidroxilacion (Mattila y col.,
2006). Contribuyen a la pigmentacion de la fruta y actian como antimicrobianos y
disuasorios de insectos herbivoros. Los compuestos fenélicos contribuyen a la astringencia e
imparten un sabor amargo en algunos productos como el vino, té verde (Zhangy col., 2020;
Zhuang y col., 2020). Son susceptibles de oxidarse mediante peroxidasas (POD) y polifenol
oxidasas (PPO), lo que puede ser una respuesta defensiva que, en muchos casos genera un
cambio indeseable desde el punto de vista de la calidad (pardeamiento). Generalmente estan
presentes en concentraciones bajas, pero en los berries suelen encontrarse en una
concentracion relativamente elevada 0,05 a 0,10%. (Tsao y Deng, 2004; Manach vy col.,
2005). Pueden agruparse en acidos fendlicos, flavonoides, y otros compuestos fendlicos
(lignanos, estilbenos) (Vuolo y col., 2019). La capacidad antioxidante de muchos
compuestos fendlicos se asocia con su capacidad para donar un atomo de H de un grupo
hidroxilo aromético a los radicales libres y para deslocalizar un electrén desapareado.
Ademas algunos compuestos presentan la capacidad de quelar iones metalicos pro oxidantes

como el hierro y cobre.
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a. Acidos fenolicos

Son compuestos de estructura relativamente mas simple. Se encuentran formados por
un dnico anillo aromatico sustituido. Se subdividen en derivados de los acidos benzoico y
cindmico (Benbrook, 2005). Los derivados del &cido benzoico méas abundantes son los
acidos p-hidroxibenzoico, vainilico, siringico y galico, mientras que los derivados comunes
del acido cindmico incluyen los acidos p-cumarico, cafeico, ferulico y sindpico. Los
derivados difieren en el grado de hidroxilacion y metoxilacion del anillo aromatico (Zhang
y col., 2019). El &cido cafeico es el méas abundante en los berries (Mattila y col., 2006),
mientras que el cumarico suele estar presente en concentraciones mas bajas (Rice-Evans y
col., 1997). El &cido ferdlico representa el 90% del total de acidos fendlicos en los cereales
(Scalbert y Williamson, 2000; Manach y col., 2005). Estos compuestos se encuentran en
forma soluble, aunque en muchos casos pueden asociarse estructuralmente con las paredes
celulares. Se conoce que varios miembros de este grupo presentan capacidad antimicrobiana
(Soto y col., 2019; Liuy col., 2020; El-Hefny y col., 2020; Mehmood y col., 2020; Vallejo
y col., 2020; Rashmi y Negi, 2020).

b. Flavonoides

Son un gran grupo de compuestos fendlicos. Cuentan con dos anillos aromaticos
asociados por un heterociclo oxigenado de tres carbonos. Por lo general, estan presentes
como glucosidos, que son mas solubles que los aglicones correspondientes, y suelen
encontrarse compartimentados en las vacuolas (Rice-Evans y col., 1997). Dada la diversidad
de estructuras posibles los flavonoides se han subdividido en distintos grupos, i) las flavonas
y flavonoles, ii) las flavanonas y flavanoles, iii) las isoflavonas, iv) las proantocianidinas y
v) las antocianidinas (Le Marchand, 2002; Kaushal y col., 2020).

i) Flavonas y flavonoles. Los flavonoles se caracterizan por presentar un anillo central de 3-

hidroxipiran-4-ona (Rice-Evans y col., 1997). Los mas comunes son la quercetina y el
kampferol (Manach y col., 2005). Las flavonas poseen una estructura similar, aunque

carecen de OH en la posicion 3 del anillo central. En este Gltimo subgrupo los compuestos
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mas comunes son la rutina, la luteolina y la apigenina. Estos compuestos se encuentran en

abundancia en cebolla ardndano, apio y citricos.

ii) Flavanonas y flavanoles. Las flavanonas se diferencian de otros flavonoides por no

presentar su doble enlace en la posicion 2,3 del anillo central, mientras que los flavanoles
carecen de un grupo carbonilo en la posicion 4. El jugo de naranja contiene el glicosido de
flavanona hesperidina (Tripoli y col., 2007). Los flavonoides catequina y epicatequina son

comunes en los berries (Rice-Evans y col., 1997; Labadie y col., 2020).

iii) Isoflavonas. Se encuentran presentes en las leguminosas (Tsimogiannis y Oreopoulou,
2019). Los productos de soja son una buena fuente de estos compuestos (Manach y col.,
2004). Las tres isoflavonas mas comunes son genisteina, gliciteina y daidzeina (Ma y col.,
2019).

iv) Proantocianidinas. Son flavonoides oligoméricos (generalmente atenuadores u

oligbmeros de catequina y epicatequina). Son comunes en la piel y semillas de uva y en el
vino (Gu y col., 2004; Basalekou y col., 2019; Poudel y col, 2020). Otras fuentes incluyen
manzana, almendra (Li y col, 2020; Bodoira y Maestri, 2020).

v) Antocianidinas. El término antocianinas se deriva de las palabras griegas anthos y cian,
que significan flor y azul, respectivamente. Son pigmentos que aportan colores rojos o
morados caracteristicos a algunas frutas (Faggio y col, 2017). Debido a su amplia
distribucidn, las antocianinas son antioxidantes muy comunes en la dieta. La estructura basica
de las antocianidinas se deriva del cation flavilio (2-fenil-benzopirilo) (Goulas y col., 2012).
Existen seis antocianidinas diferentes que se diferencian entre si por los sustituyentes (OH,
H u OCHz) asociados con los anillos fendlicos: la pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina y malvidina. La més frecuente en la naturaleza es la cianidina (30%)
seguida por la delfinidina (22%) y pelargonidina 18% (Andersen y Jordheim, 2007). Las
antocianidinas suelen estar glicosiladas o aciladas, lo que aumenta o reduce la solubilidad,
respectivamente. Los azUcares pueden estar presentes como mono, di o trisacaridos. La forma

principal de antocianinas en la mayoria de las frutas es el monoglucésido, generalmente del
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70 al 100% del total. La glucosa, galactosa, ramnosa y arabinosa son los azlcares mas
comunes en las antocianinas. Los agentes acilantes incluyen los acidos cafeicos, p-cumarico,
ferdlico y sinapico (Wu vy col., 2006; Castafieda-Ovando y col., 2009). Las antocianinas
forman co-pigmentos con algunos iones metélicos o compuestos organicos incoloros en
asociaciones complejas. Tal interaccion puede cambiar los tonos de los pigmentos y aumentar
la intensidad (Boulton, 2001). El color de las antocianinas se ve afectado por el pH. A pH
bajo, el cation flavilo aporta colores morados y rojos. A pH mas alto (2 a 4), predomina la
especie azul quinoidea. Las concentraciones de antocianinas varian desde indetectables hasta

6.000 mg kg™ en algunos berries.

c. Otros compuestos fenolicos

Existen algunos otros tipos de compuestos fendlicos no enmarcados entre los grupos
anteriores y que pueden tener relevancia como antioxidantes en algunas especies como los
lignanosy el resveratrol. Los lignanos son estructuras di fendlicas formadas por la asociacion
de dos derivados del acido cinamico (Liu, 2007). Estan presentes en las semillas de lino, los
cereales y legumbres, pero no en forma significativa en las frutas y hortalizas. Los estilbenos
incluyen compuestos como el resveratrol abundante en la uva que han recibido gran atencion
debido a sus propiedades anti cancerigenas sugeridas (Langcake y Pryce, 1977; Kumar y
col., 2020).

IV.1.2.2. Acido ascorbico y glutation

El 4&cido ascorbico (AsA) es una vitamina hidrosoluble, con propiedades
antioxidantes. Se considera el agente reductor mas importante a nivel extracelular. De todos
modos, también poseen un rol importante a nivel intracelular especialmente a nivel de las
mitocondrias y cloroplastos. Las plantas sintetizan el AsA en una ruta que utiliza a la
galactosa como precursor. Asimismo, se ha descrito una ruta que emplea al &cido
galacturonico (Yuan y col., 2020). El contenido de AsA varia marcadamente dependiendo
del producto considerado desde 1 a 150 mg/100 g (Lee y Kader, 2000). La acerola, la rosa
mosqueta, el kiwi, la guayaba, el pimiento, los citricos y el brocoli se ubican dentro de los
productos vegetales con mayor contenido de vitamina. El &cido ascorbico suele ser uno de

los antioxidantes mas labiles en la poscosecha (Sanmartin y col., 2007; Leong y Oey, 2012;
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Kangy col., 2020).En los berries el nivel es relativamente elevado (Pantelidis y col., 2007).
Las frutas y hortalizas en forma fresca o como jugo aportan mas del 90% de la vitamina C
en la dieta (Hiza y Bente, 2007).

El glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina) es un metabolito esencial con multiples
funciones en plantas. Por largo tiempo se ha reconocido que el glutatién (GSH) es oxidado
(GSSG) por las EROs para prevenir la oxidacion de compuestos celulares sensibles. A
diferencia de las formas oxidadas de muchos otros compuestos secundarios que también
pueden reaccionar con las EROs el glutation puede ser rapidamente reciclado por accién de
la enzima glutation reductasa dependiente del NADPH. También se conocen funciones del
glutation vinculadas al metabolismo de defensa y detoxificacion contra xenobidtios
vinculados con las enzimas glutation peroxidasa (GPX) y transferasa (GST) respectivamente
(Foyer y Noctor 2003). El glutation si se lo compara con otras moléculas que presentan
grupos tiol se acumula a una alta concentracion. En general el GSH se acumula en
concentracion milimolar lo que excede marcadamente el nivel de cisteina libre. Asimismo,
suele encontrarse normalmente en forma mayoritaria en la forma reducida. En ausencia de
stress las hojas por ejemplo presentan un cociente entre GSH a GSSG de 20 (Mhamdi y col.,
2010).

IV.1.2.3. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos vegetales liposolubles cuya estructura molecular
béasica consiste en un poli isoprenoide con una serie de dobles enlaces conjugados ubicados
en la porcion central de la molécula (Honday col., 2020; Honda, 2020). Esto permite formar
moléculas excitadas, y por lo tanto inhibidores eficientes de EROs y de radicales libres, el
mecanismo puede ocurrir en al menos tres formas posibles: (1) formacion de aductos, (2)

sistema de transferencia de electrones y (3) extraccion de hidrégeno alilico.

Los carotenoides se pueden subdividir en:
-Carotenos: presentan una cadena de hidrocarburo parental sin ningun otro grupo funcional:

a-caroteno, -caroteno y licopeno.

-Xantofilas: contienen oxigeno como grupo funcional: luteina y zeaxantina.
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Las frutas y verduras son la principal fuente de carotenoides y desempefian un papel
importante en la dieta debido a la actividad de la vitamina A (Haskell, 2013). Los
carotenoides aportan colores color amarillo, naranja o rojo a muchos productos (Maoka,
2020). Las frutas y la zanahoria son generalmente ricas en B-caroteno y a-caroteno. La o-
criptoxantina y la zeaxantina se pueden encontrar en mandarina, naranja y papaya (Khalid y
col., 2019). El licopeno, es responsable del color rojo brillante del tomate y sus productos
derivados (Manzo y col., 2019). En hojas verdes los carotenoides mas abundantes son la
luteina (45%) el B-caroteno (25-30%), la violaxantina (10-15%) y la neoxantina (10-15%)
(Priyadarshani y Jansz, 2014) aunque su concentracion absoluta varia considerablemente
dependiendo del producto considerado (Khoo, y col., 2011)

IV.1.2.4. Tocoferoles y tocotrienoles

Estos compuestos se conocen genericamente como tococromanoles (Manganaris y
col. 2018). Pueden existir en 8 formas diferentes (cuatro tocoferoles a, B, v, y 8 y cuatro
tocotrienoles a, B, v, y 8). Las cuatro formas difieren segn el nimero y posicion de los grupos
metilo dentro del anillo de cromanol. De todas las formas de vitamina E el a-tocoferol es la
mas activa (Price y Preedy 2020). La palta, la aceituna y las nueces son productos con alto
nivel de tocoferoles y tocotrienoles (Georgiadou y col. 2019). Los berries se caracterizan

por poseer bajo contenido de estos compuestos.

1IV.1.3. Impacto de tratamientos UV-C durante la poscosecha en los niveles de

antioxidantes en frutos

Varios estudios han informado que la radiacién UV-C puede impactar a los
sistemas antioxidantes enziméticos y no enziméticos de los frutos (Niles y col., 2003; Oms-
Oliu y col., 2008; Gonzalez-Aguilar y col., 2010; Hay col., 2010; Gulcin, 2010). Si bien
el tipo de compuestos inducidos es variable, los mayores efectos se han encontrado para los
compuestos fendlicos y en algunos casos para el acido ascorbico. A la hora de identificar los
factores que determinan el nivel de induccion de antioxidantes como la clase de compuestos
elicitados, las variables involucradas se conocen en forma incompleta. Claramente la especie

y cultivar son dos factores importantes. En uva Cantos y col. (2007) mostraron que al
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someter cinco variedades a tratamientos UV el genotipo afecta el grado de respuesta
encontrado. Similares resultados informaron Perkins-Veazie y col., (2008) quienes hallaron
que Bluecrop mostrd6 mayor acumulacion de compuestos fendlicos en un estudio
multivarietal. En frutilla mas de una decena de trabajos han evaluado el efecto de la
irradiacion UV en antioxidantes. La mayor parte de ellos han referido a la dosis de radiacion
como otra variable determinante de la activacion del metabolismo antioxidante de los frutos
(Alothman y col., 2009). Otro factor que se conoce que posee influencia en el incremento
de antioxidantes ocasionado por la irradiacion UV es el grado de procesamiento del vegetal.
Al respecto se ha informado que en términos generales cuanto mayor es el grado de trozado
se incrementa la induccion de estos compuestos (Jacobo-Velazquez y col., 2015; Wu y col.,
2019; Liy col., 2019; Guan y col., 2020; Surjadinata y col., 2021).

Estudios mas recientes han identificado a la intensidad de radiacion més alla de la dosis
total como una variable importante. Darré y col. (2017) hallaron que tratamientos con
elevada intensidad para una misma dosis logran aumentos mas marcados en brécoli irradiado.
Todos los estudios realizados a la fecha en frutillas tratadas con radiacion UV-C en
poscosecha y evaluando su impacto en los antioxidantes han realizado tratamientos
convencionales, consistentes en una unica exposicion antes del almacenamiento. Por el
contrario, el efecto que posee la aplicacion repetida a bajas dosis no ha sido investigado. Otro
aspecto que no se ha estudiado con detalle es si la acumulacion de compuestos antioxidantes
ocurre en todo el fruto o preferencialmente en la regién superficial. Si bien se sabe que la
radiacion UV-C posee muy baja penetracion (Chen'y col., 2020) no existen estudios en frutos
que hayan determinado con certeza ese grado de transmitancia superficial de la piel de los
frutos. Por otra parte, mas alla de esto existe evidencia de algunas respuestas sistémicas
inducidas por la irradiacion (Vegay col., 2020). En el presente capitulo se estudio el impacto
de la aplicacion de tratamientos fraccionados a lo largo del almacenamiento en la induccion
de antioxidantes con respoecto a tratamientos convencionales de irradiacion en forma previa
a la refrigeracion. Para ello se estudiaron los cambios en la capacidad antioxidante contra los
radicales ABTS™ y DPPH?®, el contenido de diferentes grupos de compuestos fendlicos
(fenoles totales flavonoides totales antocianinas acidos fendlicos), acido ascorbico reducido
y oxidado, glutation reducido y oxidado y carotenoides en la zona superficial y en la region

central del receptaculo en respuesta a diferentes patrones de irradiacion UV-C. Asimismo, se
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evaludé en los mismos frutos la incidencia y severidad en el ataque de hongos en el
almacenamiento para establecer si existe una asociacion entre los niveles de los compuestos

antioxidantes y las podredumbres de poscosecha
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IV.2. OBJETIVO

o Evaluar la influencia del patron de irradiacion poscosecha UV-C sobre los niveles
de antioxidantes en la zona externa e interna del receptaculo de frutilla refrigerada.
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IV.3. MATERIALES Y METODOS

1V.3.1. Material vegetal, tratamientos y almacenamiento

Frutilla cv. Camarosa se cosecho con 100% de color rojo superficial y se llevd
inmediatamente al laboratorio. Los frutos se seleccionaron adicionalmente por su tamafio (3
+ 0,3 cm de diametro del hombro) y se eliminaron aquellos que presentaron defectos o dafio
fisico y se colocaron en bandejas de polietileno tereftalato (PET), en grupos de diez unidades.
Las bandejas se irradiaron en un banco de UV-C (intensidad de radiacion de 36 W m)

descrito en el Capitulo I para obtener los siguientes tratamientos:

-Control: Frutos sin exposicion a la radiacion UV-C.
-UV-C simple: 4 kJ m~2 aplicacion de UV-C antes del almacenamiento;
-UV-C dos pasos: dos aplicaciones de UV-C de 2 kJ m™ al inicio y luego de 4 dias de

almacenamiento.

A
B
Control
UV-C simple '
4 k) m2
UV-C dos pasos Jkm? 2k m?
0 4 8 12
Tiempo a 4 °C (d)
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En todos los casos, la dosis e intensidad de radiacion se determinaron con un radiémetro UV-
C. Finalizados los tratamientos las muestras se cubrieron con una tapa de plastico perforada
y se almacenaron 0, 10 o 13 dias a 4 °C en oscuridad. Se utilizaron cuatro bandejas con 10
frutos cada una por tratamiento y tiempo de almacenamiento. Luego del periodo de
almacenamiento, los frutos se evaluaron a fin de determinar la incidencia y severidad de
podredumbres. Posteriormente los frutos se cortaron transversalmente al eje principal en la
zona ecuatorial para obtener dos discos consecutivos de 4 mm de espesor. Los discos se
disectaron con un bisturi para separar la zona externa (3 mm) y la zona interna del
receptaculo. Las muestras de la zona interna y externa se utilizaron para la determinacién de
antioxidantes en forma inmediata o bien se congelaron en N2 liquido y se almacenaron a -80

°C hasta su analisis.

1V.3.2. Determinaciones analiticas

IV.3.2.1. Incidencia y severidad de podredumbres

La incidencia de hongos se calcul6 a partir de la determinacién del porcentaje de
frutos con sintomas incipientes de descomposicién (maceracién local del tejido). Para evaluar
la severidad de las podredumbres se emple6 una escala de calidad heddnica de cuatro puntos
(1: frutos sin deterioro, 2: con podredumbres muy incipientes 3: con podredumbre baja, 4:
podredumbre marcada). El indice se calculo de acuerdo con la siguiente ecuacion: DSI = X
nivel de severidad x N° de frutos en el nivel / N° total de frutos. Se evaluaron cuatro bandejas

con diez frutos cada una para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

1V.3.2.2. Capacidad antioxidante contra el radical DPPH *

El ensayo de capacidad antioxidante contra el radical DPPH?® se realizé de acuerdo
con Brand-Williams y col. (1995). Las muestras congeladas en N liquido se trituraron en
un molino y se afiadi6 1 g del polvo resultante a 10 ml de etanol al 96 % v/v y se agit6 durante
30 min. La suspension obtenida se centrifug6 a 14.000 x g durante 10 min a 4 °C (Sorvall
RS 5B, Sorvall Inc. Estados Unidos). Se recogi6 el sobrenadante y se volvio a extraer el
pellet en las mismas condiciones. Se combinaron ambos sobrenadantes para obtener el

extracto. La extraccion de muestras se realizo por duplicado. Para el dosaje de capacidad
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antioxidante se adicionaron diferentes alicuotas de extractos etandlicos a analizar (40, 80,
100, 120y 160 pL) se completaron a 200 puL con etanol y se adiciono en cada tubo de reaccion
1 mL de DPPH" (40 mg L* en etanol). Se midi6 la absorbancia a 515 nm en un
espectrofotdmetro hasta que la medida alcanzé una meseta (aprox. luego de 1,5 h). La
capacidad antioxidante se defini6 a partir de la cantidad de extracto necesaria para reducir en
un 50% la absorbancia inicial de una muestra en blanco sin extracto con 200 pL de etanol y
1 mL de DPPH" (40 mg L™ en etanol) que se denomind ECso. La capacidad antioxidante se
expresd como ECso? (kg?). Las mediciones se realizaron en triplicado para cada tiempo de

tratamiento y el almacenamiento.

1V.3.2.3. Capacidad antioxidante contra el radical ABTS**

La capacidad antioxidante de los extractos etanélicos preparados como se describid
en 3.2.2. se evalud de acuerdo con Arnao y col., (2001). Se midio la absorbancia a 734 nm
en un espectrofotometro después de 6 min de reaccion. Se utilizdé Trolox® (Sigma Aldrich,
Estados Unidos) como estandar y los resultados se expresaron como capacidad antioxidante
equivalente al Trolox (TEAC) en mg kg*. Las mediciones se realizaron por triplicado para

cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

1V.3.2.4. Fenoles totales (TP)

El contenido de compuestos fendlicos se determind en los extractos etanolicos
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu de acuerdo con Singleton y col., (1999) con
modificaciones menores. Se mezclaron alicuotas de extractos etanolicos de los frutos (100
ulL) con 50 uL de reactivo Folin-Ciocalteu (1:1 v/v en agua). Luego de 3 minutos se
adicionaron 100 uL de Na>COz (20% m/v en NaOH 0,1 M) y 1,25 mL de agua. Las muestras
se incubaron por 90 minutos a 20 °C y se midid la absorbancia a 760 nm. Se utilizé acido
clorogénico como estandar y los resultados se expresaron como equivalentes de acido
clorogénico por kilogramo de peso fresco. Las mediciones se realizaron por triplicado para

cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.
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1V.3.2.5. Flavonoides totales (FL)

Los flavonoides totales se determinaron segin Shiny col. (2007) con modificaciones.
El extracto etandlico de los frutos preparado segun se describid en la seccion 3.2.2 (400 pL)
llevo a 500 pL con agua destilada y de adicionaron 40 pL de NaNO- (5% p/v). Luego de
incubar a 20 °C por 5 min, se agregaron 40 pL de AICI3 (10% p/v). Luego de 6 min de
reaccion se agregaron 250 pL de NaOH (1 M). Las mezclas de reaccién se llevaron a un
volumen final de 1,25 mL con agua destilada. La absorbancia a 510 nm se midi6é en un
espectrofotdbmetro después de 30 min de reaccion. Se utilizé catequina como estandar. Los
resultados se expresaron como equivalentes de catequina en miligramos por kilogramo de
peso fresco. Las mediciones se realizaron por triplicado para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

IV.3.2.6. Antocianinas

El contenido de antocianinas se determind espectrofotométricamente como
describieron previamente Concellon y col. (2007). Muestras congeladas en nitrogeno se
trituraron en un molino y aproximadamente 0,2 g del polvo se extrajo con 5 mL de metanol:
conteniendo 1% de HCI. Las suspensiones se centrifugaron a 4.500 x g durante 10 min a 4
°C. La absorbancia del sobrenadante se midio a 515 nm. Los resultados se calcularon
utilizando el coeficiente de extincion molar de pelargonidina-glucésido (36.000 Mt cm™) y
se expresaron en mg kg, Las mediciones se realizaron por triplicado para cada tratamiento

y tiempo de almacenamiento.

IV.3.2.7. Carotenoides

Las muestras congeladas se trituraron en un molino y se homogeneizaron 1,5 g del
polvo resultante con 2 mL de hexano: acetona: etanol (2:1:1 v/v) y 0,4 mL de agua destilada.
El extracto se incubd a 20 °C durante 5 min para separar las fases. Finalmente, se midio la
absorbancia de la fase de hexano a 444 nm en un espectrofotometro. El contenido de
carotenoides se calculd utilizando el coeficiente de extincion molar (1.450 L mol™* cm™). Los
resultados se expresaron en mg kg*. Las mediciones se realizaron por triplicado para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento.
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IV.3.2.8. Histolocalizacion de &cidos fendlicos

Al menos 5 frutos independientes de cada tratamiento se cortaron en forma transversal
al eje principal en la zona ecuatorial y se sumergieron en 10 mL con reactivo de Neu (2-
amino-etil difenilborinato 1% p/v en metanol) durante 30 seg. Los acidos fendlicos se
detectaron por fluorescencia luego de excitar las muestras a 425 nm (Zaro y col., 2014). La
emision de las muestras se examind a 480 nm en un estereomicroscopio oOptico (Leica
MZ10F, Leica Microsystems Ltd., Alemania). Las imagenes se obtuvieron con una camara
digital Leica DFC490 (Leica Microsystems Ltd., Alemania). Se realizaron controles

negativos analizando rodajas sumergidas en metanol.

1V.3.2.9. Acido ascérbico (AsA) y acido deshidroascorbico (DHA)

Se determin6 por HPLC segun la técnica descrita por (Gomez y col, 2008). Las
muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se trituraron en un molinillo previamente
enfriado hasta formar un polvo. Doscientos miligramos de muestra se colocaron en 1 mL de
acido trifluoracético (TFA) al 3 % v/v frio. Las muestras se agitaron durante 1 minuto y se
centrifugaron a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se trasvasé a nuevos tubos
que se conservaron en hielo. Se sembraron 500 ul de sobrenadante en una columna de SEP-
PAK VAC C18 3CC (Waters Corp, Irlanda) previamente equilibrada con 2 mL de metanol
y se eluy6 con 2 mL de agua de grado HPLC y 2 mL de buffer fosfato de potasio 100 mM
pH 7,0. Se descartaron los primeros 500 pL de muestra y los siguientes 500 uL. del buffer
mencionado. Finalmente se captaron en un tubo los 1500 uLL que se emplearon para
determinar el contenido de AsA. Para el dosaje se tomaron 240 pL. de muestra se adicionaron
240 pL de una solucion de KoHPO4 100mM, 15 pL de agua y 50 pl de TFA 10 % v/v. Las
muestras se filtraron y se inyectaron en un HPLC equipado con una bomba LC-20AT una
columna MicroSpher C18 S100 x 4,6 mm Repl (Agilent Technologies, Holanda) y un
detector Uv-Vis SPD-1 AV (ShimadzuCorp, Japon). Se empledé como fase mavil buffer
fosfato de potasio 100 mM pH 3 a un flujo de 0,5 mL por minuto. La deteccion se realizo a
265 nm. Se utilizé un estandar de acido L-ascorbico con una pureza minima del 99%. Para
la determinacion del AsA + DHA se utilizé el ditiotreitol (DTT) como agente reductor del
DHA como pretratamiento de las muestras. Para ello las alicuotas de 240 pL de extracto se

adicionaron a 240 pL de una solucion de K;HPO4 100 mM, mas 15 pL de ditiotreitol 100
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mM. La muestra se agito y se dejé reaccionar a temperatura ambiente por el término de 10
minutos. Para detener la reaccion se agregd al medio 50 pL. de TFA 10 %. Las muestras se
filtraron y se analizaron segun se describi6 anteriormente. Se utiliz6 acido L-ascorbico como
estandar y los resultados se expresaron como pmol kg?. La extraccion de muestras y las

mediciones se realizaron por duplicado para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

IV.3.2.10. Glutation reducido (GSH ) y oxidado (GSSG)

La concentracion de glutation reducido (GSH) y glutatién oxidado (GSSG) se midié
de acuerdo con Griffith (1980) con modificaciones menores. EI medio de reaccion contenia
buffer fosfato 100 mM (pH 7,5), acido etilendiaminotetraacético 5 mM, acido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico, 0,5 mM de 4cido nicotinamidadinucleotidefosfato, 0,2 mMy 0,5 U/mL* de
glutation reductasa. Para determinar el GSSG, se agitaron en vortex 100 pl de extracto acido
con 2 pl de vinilpiridina (95% v/v). La solucidn se incubd a 25 °C durante 5 min y luego se
centrifugd a 16.000 x g durante 5 min. El sobrenadante se utiliz6 para determinar
espectrofotométricamente GSSG. GSH, GSSG y GSH + GSSG se expresaron como pmol
kgl Las mediciones se realizaron por triplicado para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

1VV.3.3. Andlisis estadistico

Los supuestos del modelo de homogeneidad de varianza y normalidad se evaluaron
mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. En el caso de ser necesario
se realizaron las transformaciones respectivas de las variables. Las muestras se analizaron
mediante un ANOVA con el software INFOSTAT. Las medias se compararon mediante la
prueba de rango studentizado de Fisher (P < 0,05).
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IV.4. RESULTADOS Y DISCUSION

1V.4.1. Incidencia y severidad de podredumbres

Los tratamientos UV-C convencionales redujeron tanto la incidencia como la severidad
de podredumbres durante la refrigeracion respecto a la frutilla control (Figura 1V.1A). Los
efectos se manifestaron en forma mas marcada hacia el final del periodo de almacenamiento.
En linea con lo descrito en el Capitulo 11 la irradiacién en forma repetida en bajas dosis (dos
pasos) tuvo un efecto mayor en el control de podredumbres que la irradiacion convencional.
A los 10 dias de almacenamiento ya un 5% de frutos control o tratados en forma convencional
con UV-C presentaron podredumbres, mientras que no se detectaron frutos atacados para el
tratamiento UV-C de dos pasos. Hacia el final del almacenamiento las diferencias en
incidencia de podredumbres en funcién del modo de aplicacion de los tratamientos
desaparecieron, pero los frutos tratados con 2 aplicaciones UV-C en baja dosis aun mostraron

una severidad significativamente menor que los controles (Figura I1VV.1B).
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diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Tiempo a4 °C (d)

Figura IV.1. A) Incidencia y B) severidad de podredumbres en frutilla control y tratada con
radiacién UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1 x 4 kI m2, UV-
C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 4 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican

(A)

(B)
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1VV.4.2. Efectos superficiales del modo de aplicacion de tratamientos UV-C en los

antioxidantes
1V.4.2.1. Capacidad antioxidante contra los radicales ABTS'*y DPPH"*

El patron general de cambios observados en la capacidad antioxidante contra los radicales
ABTS" *(Figura IV.2A) y DPPH’ (FiguralV.2B) al iniciar la refrigeraciéon y luego de 10
dias de almacenamiento fue similar en todos los tratamientos. Luego de 13 dias a 4 °C la
capacidad antioxidante se mantuvo estable en las frutillas control, pero se incrementd en los
frutos irradiados. Este incremento fue mayor en el caso de los frutos tratados con UV-C en
dos pasos que en los expuestos en forma convencional en una unica aplicacion antes de la
refrigeracion. EI aumento en los frutos tratados en dos pasos respecto al control fue del ~
40%.
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Figura IV.2.A) Capacidad antioxidante ABTS™ (TEAC) y B) Capacidad antioxidante DPPH
(sustancias reactivas DPPH™) en la zona externa de frutilla control y tratada con radiacion UV-C
con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1 x 4,0 kJ m?2, UV-C dos pasos,
2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 4 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

1V.4.3. Compuestos fenoélicos

Varios trabajos han descrito que la irradiacion UV-C favorece el aumento de
compuestos fendlicos (Cantos y col., 2002; Gonzaléz-Aguilar y col., 2007; Wang y col.,
2009; Bravo y col., 2012; Liuy col., 2011; Porto Pinto y col., 2016). De todos modos, esta
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respuesta no se ha observado en todos los trabajos realizados inclusive en frutilla (Cote y
col., 2013). En el presente estudio el aumento inducido en la capacidad antioxidante en los
frutos irradiados correlacion6 con el contenido de fenoles totales (r = 0,92 y 0,85 para TEAC
y DPPH" respectivamente) (Figura V. 3A). Hasta el dia 10 de almacenamiento refrigerado
no se encontraron variaciones en funcién de los tratamientos, pero al ultimo tiempo de
muestreo se observo un incremento en el nivel de fenoles totales dependiente a su vez del
namero de aplicaciones UV-C realizadas. Esto resulta de interés considerando que la dosis
global recibida por ambos tratamientos fue similar. En tal sentido, los resultados muestran
que el patron de exposicién a la radiacion resulta en ciertos casos como el presente mas
relevante que la propia dosis de UV-C.

Los flavonoides representan un grupo de compuestos fendlicos muy importante en la
frutilla, ya que las antocianinas particularmente el pelargonidin-glucésido es el compuesto
que determina el color de los frutos (Andrianjaka-Camps y col., 2017; Labadie y col.,
2020). Al analizar el contenido de flavonoides totales se observd hacia el final de
almacenamiento un contenido superior en los frutos sometidos al tratamiento UV-C de dos
pasos (Figura 1V.3B). De todos modos, en este caso las diferencias se debieron en mayor
medida a una leve tendencia decreciente en los frutos control y tratados en forma
convencional durante el almacenamiento. Las antocianinas presentaron un patron diferente a
los flavonoides totales, con un incremento marcado en el almacenamiento (Tabla 1V.1). Este
aumento fue mas rapido en los frutos tratados con UV que mostraron luego de 10 dias, y en
forma independiente del patrén de irradiacion, un nivel de antocianos mayor que el control.
Las diferencias desaparecieron a los 13 dias de almacenamiento, debido a una recuperacion
en la biosintesis de las frutillas no irradiadas. Trabajos previos han informado que la radiacion
UV puede inducir la biosintesis de antocianas (Severo y col., 2015; Xu y col., 2017; Li y
col., 2019). El hecho que el perfil de flavonoides totales no correlacione con el dosaje de
antocianinas sugiere un mayor peso relativo de otros compuestos flavonoides diferente de los
antocianos. La catequina y epicatequina (flavan-3-oles) se han descrito como dos de
compuestos fendlicos abundantes en frutilla cuyo contenido se reduce conforme procede la
maduracion (Aaby y col., 2012). Resultaria de interés determinar especificamente estos
compuestos en futuros estudios para identificare si se trata de los flavonoides mas afectados

por la irradiacion UV-C en frutilla.
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Figura 1V.3. A) Compuestos fendlicos y B) flavonoides en la zona externa de frutilla control
y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1
X 4 kJ m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 4 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras
distintas indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de
P<0,05.
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Tabla 1V.1. Antocianinas en la zona externa de frutilla control y tratada con radiacion UV-C
con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1 x 4,0 kJ m2, UV-C dos pasos,
2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Tiempo a 4°C (d)

‘ Antocianinas Control 37¢ 67 b 90 ab
‘ (mg kg™?) UV-C simple 36¢ 98 a 89 ab
‘ UV-C dos pasos 38¢ 101 a 82 ab

Los derivados acidos fenolicos constituyen otro subgrupo de compuestos fenolicos
importante en frutas y hortalizas (Vicente y col., 2005; Gonzalez-Sarrias y col., 2020). A
fin de evaluar si los tratamientos UV-C provocaban modificaciones en este grupo de
compuestos se analizd su induccion por métodos histoquimicos. Para ello se utilizé el
reactivo de Neu capaz de generar productos fluorescentes celestes ante la presencia de acidos
fenolicos (Cushnie y Lamb, 2005; Zaro y col., 2014). A partir de la observacion de los
cortes de los frutos se observo presencia de acidos fendlicos en toda la seccién de los frutos
con prevalencia en las paredes celulares (Figura 1V.4). Para todos los tratamientos se
observé una sefial més intensa en cercanias de los haces vasculares. Estos resultados se
encuentran en consonancia con la biosintesis de paredes secundarias lignificadas en el xilema
que requiere de precursores fenolicos (Lagunes-Fortiz, y Zavaleta-Mejia 2016). Un aspecto
que resulto particularmente llamativo para los frutos tratados con UV-C fue la fluorescencia
en los pelos epidémicos. En este caso no se alcanzaron a vislumbrar diferencias entre los
tratamientos UV-C. De todos modos, el trabajo muestra que el efecto elicitor de la irradiacion
UV-C es mayoritariamente superficial y limitado a la capa epidérmica. Los resultados son de
interés a la luz de la estrecha relacion que ha hecho entre los &cidos fendlicos y como
compuestos con fuerte capacidad antimicrobiana. Si bien se requiere mas trabajo para
proporcionar evidencia directa de la implicacién de la hiperacumulacién de compuestos
fenolicos en los tricomas y la susceptibilidad de los frutos irradiados al ataque de hongos los

resultados hallados sugieren esta posibilidad.
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Figura 1V.4. Fluorescencia de derivados del acido hidroxicinamicoen la zona externa de
frutilla control y tratada con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (Control
(A), UV-C simple 4 kJ m?(B), UV-C dos pasos, 2x2 kJ m?(C)) almacenada a 0 °C durante 13 dias.
La barra blanca equivale a2 mm. (Hv. Haces vasculares, T. Tricomas, C. Cuticula, A. Aquenio.

1V.4.4. Carotenoides, acido ascorbico vy glutation

El contenido de carotenoides no mostré variaciones ni con el tiempo de
almacenamiento ni como consecuencia de la irradiacion UV-C (Tabla 1V.2). Esto coincide
con la mayor parte de los estudios previos que muestran que no existe un gran impacto o a lo
sumo una tendencia a la reduccion en los compuestos carotenoides en frutos irradiados con
UV-C (Bravo y col., 2002, Li y col., 2014). Aln en vegetales en los que estos resultan los
antioxidantes predominantes como en zanahoria el impacto mas marcado se observo al igual
que en el presente estudio en compuestos fenolicos (Uquiche y Cisneros-Zevallos 2002;

Jacobo-Velazquez y col., 2011).
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Tabla IV.2. Carotenoides en la zona externa de frutilla control y tratada con radiacién UV-C
con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1 x 4,0 kJ m?, UV-C dos pasos,
2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 0 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Tiempo a 4°C (d)

0 10 13
Carotenoides Control 40 a 39a 39a
(mg kg™) UV-C simple 38a 37a 44 a
UV-C dos pasos 32a 32a 43 a

Los resultados referidos al impacto de la irradiacion UV-C en el &cido ascorbico muestran
efectos muy variables. Asi varios estudios informan resultados contrastantes que oscilan
desde aumentos significativos (Artés-Hernandez y col., 2010; Pretell, 2019) a falta de
variaciones (Lopez y col., 2010; Moreno-Guerreroy col., 2013; Acurioy col., 2015) o aun
reducciones (Beltran y otros 2010). En el presente estudio no se encontraron variaciones en
el nivel de AsA ni en la suma de AsA y acido dehidroascorbico (Figura 1V.5) hasta el dia
13. En el ultimo tiempo de almacenamiento se detectd un aumento de AsA reducido que se
tradujo en un aumento equivalente de AsA total. El tratamiento UV-C fraccionado en este
caso mostrd niveles similares al control. EI cambio observado tuvo menor peso en la
capacidad antioxidante que el descrito para compuestos fendlicos totales ya que no mostro

correlacion con las medidas de capacidad antioxidante total.
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Figura IV.5. A) Acido ascorbico total, B) Acido ascorbico reducido en frutilla control y tratada
con radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1 x 4,0 kJ
m2, UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 4 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Finalmente se evaluo el nivel de glutation. Si bien desde el punto de vista de su aporte

dietario el glutation no posee relevancia si lo posee como un importante regulador de la
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homeostasis redox a nivel celular en los frutos (Wiston y Di Giulio, 1991). Este compuesto
puede reciclarse luego de su oxidacién para regenerarse (Alscher, 1989). Por ese motivo,
resulta valioso cuantificar a ambas formas (oxidada y reducida). En el presente trabajo se
observo una reduccion en el nivel de glutation total luego de 10 dias, aunque sin variaciones
entre tratamientos (Figura IV.6A). Con posterioridad los niveles de GSH+GSSG no
mostraron variacion. Cuando se cuantificé la forma reducida también se encontré una
reduccion conforme progreso la refrigeracion y hasta el dia 10. De todos modos, hacia el
final del periodo de almacenamiento los frutos tratados con UV-C en dos pasos mantuvieron
un nivel mas alto de GSH que los control o tratados con UV-C en forma convencional
(Figure 1V.6B). Los tratamientos de estres intenso han mostrado favorecer la oxidacion del
GSH que resulta una forma de proteger a las células contra el estrés oxidativo (Bartoli y col.,
2017). Esto se encuentra en consonancia con el mayor nivel de antioxidantes hidrofilicos
detectados en los frutos tratados con UV-C en forma fraccionada que permitiria prevenir el
deterioro oxidativo de los frutos. En linea con esto se ha identificado a la sobreproduccion
de especies reactivas de oxigeno y la induccion de estrés oxidativo como una de las vias
involucradas en la virulencia de agentes fitopatdgenos necrétrofos como Botrytis (Kuzniak
y Sklodowska,2001) lo cual también podria explicar parte de la mejora en la susceptibilidad
a podredumbres observada. De todos modos, de momento esto resulta especulativo y seria
valioso conocer a priori los efectos que el fraccionamiento realizado posee en forma directa

sobre el hongo.
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Figura IV.6. A) Glutation total y B) glutation reducido en frutilla control y tratada con
radiacion UV-C con diferentes niveles de fraccionamiento (Control, UV-C simple 1 x 4,0 kJ m?,
UV-C dos pasos, 2 x 2,0 kJ m?) almacenada a 4 °C durante 0, 10 y 13 dias. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

IVV.4.5. Cambios en los niveles de antioxidantes en respuesta a la irradiacién UV-C:

Diferencias en respuesta entre tejido interno y externo.

Por ultimo, se analizaron en forma comparativa los cambios en los diferentes grupos de
antioxidantes a nivel de la zona externa e interna del receptaculo de los frutos. Los resultados
hallados muestran que las variaciones mas marcadas respecto al control al final del
almacenamiento ocurrieron a nivel de los de los fenoles y del glutation. Estos incluyen tanto

una induccidén (capacidad antioxidante, fenoles totales, acidos fenélicos) como una menor
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degradacion (flavonoides y glutation reducido). Por otra parte, de observa un efecto mucho
mas intenso en la zona externa que en la regién interna del receptaculo para todos los
parametros medidos. Esto sugiere un impacto mayormente local de la radiacion UV-C dado
que, en la region interna, los cambios observados no superaron en ningun caso el 15%. Un
punto que resulta importante observar es que la diseccion de los frutos realizada en este
estudio es considero como zona externa 3 mm del receptaculo. A partir de las observaciones
histoquimicas se observé que la induccion al menos para los acidos fendlicos fue
extremadamente localizada en la zona epidérmica. En tal sentido los niveles relativos de

incremento observados si se hiciera una micro diseccion podrian esperarse como muy

superiores.

40 - I Zona externa
= [ Zonainterna
S
_ 30 -+
o
c 20 -

o
(&)
< 10 -
S
= 0 -
8 | B
% -10 -
O
-20 ;

TEAC

Fenoles totales
Flavonoides Totales
Antocianinas

Acido ascorbico
Glutation reducido
Carotenoides

Sustancias reactivas al DPPHe

Figura IV.7. Porcentaje de variacién de antioxidantes de frutillas tratada con radiacion UV-
C en forma fraccionada con respecto al control almacenada por 13 dias a0 °C en la zona externa
e interna del receptaculo.
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Si bien se acepta que la penetracion de la radiacion UV-C en cuerpos opacos y sélidos
es limitada (Correay col., 2020) no se encuentra del todo claro si los efectos de la irradiacion
UV-C en frios son meramente superficiales o se manifiestan también en la parte interna de
los frutos. Algunos estudios han identificado efectos limitados en la zona externa de los
vegetales irradiados (Rodoni, 2015b). De todos modos, algunos otro mostrado que tejidos
internos de frutos irradiacion muestran cambios metabdlicos. En durazno se han observado
cambios transcripcionales significativos en la zona interna de frutos tratados con UV-C (El
Ghaouth y col., 2003). Este impacto sistémico estaria mediado por sefiales que no se han
identificado a la fecha. De todos modos, ponen de manifiesto que no resulta una condicion
sine qua non que los efectos de la exposicion UV-C sean necesariamente locales. Mas alla
de esto en el presente trabajo y en las condiciones empleadas de tratamientos y para los
compuestos antioxidantes es posible concluir que el impacto es significativamente mas

marcado en la zona superficial en la que la radiacion pudo tener un impacto directo.
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IV.5. CONCLUSIONES

En el presente capitulo se determind la influencia del patrén de irradiacion UV-C sobre

la incidencia y severidad de podredumbres y sobre los niveles de compuestos antioxidantes
en frutilla. Si bien la irradiacion convencional de una Unica exposicion UV-C antes del
almacenamiento redujo la incidencia y la severidad de podredumbres, el efecto fue mas
marcado cuando la misma dosis final (4 kJ m) se aplico en dos pasos. Los tratamientos no
causaron cambios importantes en los carotenoides, antocianinas o &cido ascorbico, pero
aumentaron el nivel antioxidantes totales capaces de neutralizar a los radicales ABTS™ y
DPPH". La irradiacion fraccionada a lo largo del almacenamiento incrementd el contenido de
compuestos fendlicos no flavonoides, especialmente en los pelos epidérmicos de los frutos.
Hacia el final del periodo de almacenamiento los frutos tratados con UV-C en dos pasos
también presentaron un nivel mas alto de glutation en el estado reducido. La comparacion de
los cambios en estos compuestos en la zona externa e interna de los frutos muestra que el
efecto de la irradiacion UV-C es mayormente superficial. Si bien resultan necesario mayores
estudios para confirmarlo en forma directa los resultados sugieren que la induccion
superficial de fenoles, con conocida actividad antimicrobiana, podria estar relacionada con
la mejora en la respuesta a patdgenos de poscosecha. Los resultados muestran que el patron
de irradiacion posee un significativo impacto en el nivel de elicitacion de compuestos

antioxidantes.
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Conclusiones, aportes de la tesis y lineas futuras de trabajo

La radiacion UV ha sido estudiada en profundidad desde hace mucho tiempo por su
relevancia ambiental (principalmente UV-Ay UV-B)y en el caso de la subregion C, en buena
medida, por sus propiedades germicidas. Mas alla de esto, se conoce que también es una
sefial que las plantas pueden detectar inclusive luego de la cosecha. Estas respuestas se
encuentran, en el caso de la radiacion UV-B mediadas por receptores identificados y
caracterizados, y para la zona C se estima que, al menos en parte, ocurre a partir de la
modificacion del estado redox y de cambios en la produccién de especies reactivas del
oxigeno que actan como mensajeros celulares. Por ello, no resulta sorprendente que la
exposicion a la radiacion en esta zona del espectro pueda tener efectos en la calidad de
productos metabolicamente activos como las frutas y hortalizas. La irradiacién UV-C puede
emplearse en estos productos con diferentes objetivos:

i) Control de enfermedades que ocurren durante el almacenamiento

i) Retraso de los procesos de maduracion y senescencia

iii) Incremento en el contenido de antioxidantes

iv) Reduccion de ciertos desordenes fisioldgicos

Estas respuestas, si bien promisorias, se ponen de manifiesto en muy diferente grado,

dependiendo de:

a) El producto

b) Las condiciones de irradiacion

Con respecto al producto, los tratamientos UV se han estudiado ya en un elevado
numero de especies fruti-horticolas in natura, para las que se han descrito con buen grado de
detalle, los principales beneficios encontrados en la calidad e inocuidad. Contrariamente, y a

pesar del creciente interés y crecimiento comercial de los productos de IV gama o
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minimamente procesados, son muy pocos los estudios que evaluado en qué medida el grado
de procesamiento de los vegetales afecta la eficacia de los tratamientos UV en poscosecha.
Respecto a las condiciones de irradiacion, los estudios realizados hasta el momento han
focalizado exclusivamente en el analisis de la dosis total de radiacion aplicada como principal
variable de proceso. Asi, otros factores como la intensidad de la fuente radiante o el patron
de radiacion al que se exponen los vegetales (ej. una aplicacion o aplicaciones maltiples
fraccionadas) no se han analizado. En el Capitulo | de la presente tesis se logr6 establecer
que tanto la dosis como la intensidad de radiacion son variables centrales del proceso de
irradiacion UV-C, y por ello, deben considerarse simultaneamente en cualquier proceso que
pretenda optimizar este tipo de tratamientos. Este es un aspecto importante dado que adn hoy,
varios trabajos no informan aun la intensidad empleada. En frutilla minimamente procesada,
la condicion mas efectiva de irradiacién UV-C para retrasar el deterioro de los frutos en el
almacenamiento fue una dosis de 4,0 k] m-2y una intensidad de 36 W m-2. Estos tratamientos
reducen la incidencia de podredumbres, retrasan sustancialmente la pérdida de jugos por
exudado y ralentizan el ablandamiento, sin afectar otros atributos de calidad organoléptica
como la acidez, o los sélidos solubles. Los frutos tratados presentan ademas mayor puntaje
en estudios sensoriales de apreciacion visual por consumidores en términos de su frescura,
apariencia y aceptabilidad global. Este primer estudio logré ademas establecer que al
aumentar el grado de procesamiento de los frutos se observa un mayor efecto de los
tratamientos UV-C en el mantenimiento de calidad. Esto podria obedecer simplemente a que
a mayor nivel de dafio mecanico se logra una mejor respuesta, por estar exacerbada la
perecibilidad de los frutos como consecuencia del dafio mecénico generado. Otra posible
interpretacion es que al ser mayor el trozado también lo es la superficie directamente expuesta
a laradiacion y con ello los efectos locales inducidos por ésta. Futuros estudios para elucidar
este interrogante resultarian de interés. Mas alla de ello, los resultados muestran claramente
que los tratamientos UV-C seleccionados y aplicados luego del trozado y lavado permiten
suplementar los beneficios de la refrigeracion y mantener la calidad de frutilla minimamente

procesada.

En el Capitulo 11 se estudio el impacto del fraccionamiento de una misma dosis total

de radiacion UV-C a lo largo del almacenamiento, con respecto a tratamientos UV-C
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convencionales de una Unica exposicion antes de la refrigeracion en el comportamiento
poscosecha de frutilla. En este trabajo se encontr6 que los tratamientos con una dosis total e
4 kJ m? a una intensidad radiante de 36 W m, realizados en dos o maltiples pasos, fueron
mucho mas eficaces para controlar las podredumbres de poscosecha, el ablandamiento y el
pardeamiento del caliz que la irradiacion UV-C en un Unico paso antes de la refrigeracion.
Este es el primer trabajo que informa al patron de exposicién como una variable que puede
mejorar la eficacia de los tratamientos poscosecha con radiacion UV-C. Si bien por el
momento este hallazgo posee trascendencia principalmente basica, resultaria de interés, a la
luz de los resultados hallados avanzar en la busqueda de alternativas que permitan ampliar

hacia adelante (en el almacenamiento) la ventana de aplicacion de radiacion en frutos.

A fin de avanzar en la comprensién de los mecanismos subyacentes al tipo de
respuesta encontradas al fraccionamiento de los tratamientos, se estudiaron posteriormente
los efectos del patron de exposicion a la radiacion UV-C en el metabolismo de paredes
celulares y en la textura (Capitulo I11) y el desarrollo de podredumbres y contenido de
antioxidantes no enzimaticos (Capitulo 1V). Con respecto a los cambios texturales, se
confirmd que los tratamientos fraccionados retrasan eficazmente el ablandamiento al inhibir
la actividad de enzimas p-galactosidasa y a-xilosidasa. La exposicion UV-C repetida en
dosis pequefias reduce la solubilizacion de polisacaridos pécticos, que mantienen un mayor
grado de ramificacion con azucares neutros. Por otra parte, la exposicion repetida a la
radiacion UV-C incrementa el contenido de pared celular total (RIA), lo que podria
hipotetizarse como una derivacidn del entrecruzamiento oxidativo de componentes de pared.
Esta, es una posibilidad sobre la que resultaria de interés ahondar los estudios. Finalmente,
el fraccionamiento de los tratamientos UV-C controla la incidencia y la severidad de
enfermedades fungicas por mohos en forma mas eficaz que los tratamientos convencionales
en un solo paso previo a la refrigeracion. Los tratamientos UV-C fraccionados exacerban la
capacidad antioxidante de los frutos contra los radicales ABTS™ y DPPH" hacia el final del
almacenamiento de forma mas marcada que la irradiacion UV-C simple. Esto se debe
mayormente a la sintesis de novo de compuestos fenolicos siendo los compuestos derivados
del acido hidroxi cindmico y los flavonoides no antocianicos los que exhiben mayor

induccion. También el glutation reducido mantiene en los frutos tratados con UV en forma
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fraccionada, mayores niveles hacia el final del almacenamiento. Contrariamente, los
carotenoides, y el &cido ascorbico no se modifican en forma marcada en las condiciones de
irradiacion ensayadas. Este estudio también logrd establecer que, el efecto inductor de la
irradiacion UV-C es mucho mas marcado en la region externa del receptaculo que en la zona
cortical. Resultaria de interés indagar en los efectos que estos los tratamientos ocasionan en
los sistemas antioxidantes enzimaticos, que no fueron abordados en el presente ensayo. Por
otro lado, el alto grado de concentracion de fenoles observado a nivel superficial en los frutos
irradiados inspeccionados por estudios histoquimicos, sugiere que el estudio ain mas
focalizado de la zona externa recurriendo a procedimientos selectivos disponibles en
recientes afios, como la micro diseccion por captura con laser, permitiria comprender ain
mejor el impacto de los tratamientos. Esto resulta de interés por ser ésta la zona en la tiene
lugar la interaccion vegetal-patdgeno y con ella buena parte del destino de los frutos en el

almacenamiento.

El presente trabajo incrementd la comprension acerca del impacto de variables que
influyen marcadamente en la eficacia de los tratamientos UV-C en la poscosecha. También
logré elucidar algunos de los mecanismos bioquimicos involucrados en la respuesta de los

frutos a la radiacion UV-C.
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