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Resumen

Actualmente, los consumidores demandan productos de conveniencia listos para su
consumo que conserven sus caracteristicas naturales, como las frutas y hortalizas
minimamente procesadas, con un minimo agregado de aditivos. Como tecnologia no
térmica, la irradiacion gamma se presenta como una alternativa promisoria para su
preservacion, ya que, a diferencia de los procesos térmicos convencionales, no altera los
pigmentos y componentes nutricionales y del flavor. Ademas, los procesos de irradiacion a
dosis adecuadas pueden mejorar las caracteristicas texturales de las frutas, aumentando
adicionalmente su capacidad antioxidante y disminuyendo la actividad de enzimas
relevantes para los procesos de deterioro. El objetivo general de la presente tesis fue realizar
aportes significativos cientifico-tecnoldgicos, que permitan entender mejor el efecto de la
irradiacion gamma en combinacion con otras estrategias de barrera, como el envasado en
atmésferas modificadas, sobre la calidad fisicoquimica, fisioldégica y sensorial de duraznos
minimamente procesados.

Como primera estrategia, se determiné la necesidad de combinar la tecnologia de irradiacion
gamma con un envasado con baja permeabilidad a los gases, para reducir el pardeamiento
enzimatico del producto y se definié el proceso de produccion del mismo. Asi, rodajas de
durazno fueron sumergidas en solucién de 20 ppm HCIO, para descontaminacion superficial
y luego en 1% (p/v) acido ascorbico y 0,5% (p/v) acido citrico, para control del pardeamiento
enzimatico. Posteriormente, las rodajas fueron acondicionadas en bandejas plasticas y
envasadas a presion atmosférica en bolsas constituidas por film “Cryovac BB2620” de baja
permeabilidad a los gases (tasa de transmision de 02 6—14 cm3/m2/24 h a 22-24 °Cy a 0%

HR, 1 atm). Luego las bandejas se colocaron en cajas de carton y fueron tratadas a distintas
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dosis de irradiacion gamma en la Planta de Irradiacién Semi-Industrial del Centro Atdmico
Ezeiza. Se evalud un periodo de almacenamiento de 14 dias bajo refrigeracion a 4 °C.

En un primer ensayo se utilizaron tres variedades de durazno cosechadas en EEA-INTA San
Pedro, siendo procesadas y tratadas a dosis de 0,5 y 1,0 kGy, segun lo recomendado en
bibliografia. Se observd que el tratamiento de irradiacion no influye sobre los parametros
cromaticos, pero si impacta en la reduccion inmediata de la firmeza.

Una vez comprobada la eficacia de la irradiacion gamma como factor de preservacion de
duraznos minimamente procesados, se optimizaron las condiciones del tratamiento para
evaluar no soélo los parametros cromaticos y de firmeza, sino también los aspectos
sensoriales, bioquimicos y morfologicos, para comprender mejor el efecto de los
tratamientos sobre la calidad del producto irradiado. La aplicacién de una dosis de 1,0 kGy
produjo una minima alteracién del color, aunque generé el ablandamiento de los tejidos, lo
cual puede valorarse desde un punto de vista tecnoldgico, ya que permitiria cosechar a las
frutas en un estadio mas temprano de maduracién. Esto ayudaria a prevenir el debilitamiento
de la estructura del fruto y a disminuir la susceptibilidad al dafio mecanico y al ataque de
patdgenos, reduciendo en consecuencia las pérdidas poscosecha. Seria interesante evaluar
la aceptabilidad global de la fruta irradiada y cosechada en diferentes grados de madurez.
Seguidamente se estudio la aptitud para este tipo de procesamiento de dos cultivares de
durazno, determinandose la importancia de seleccionar aquellos con menor actividad de
enzimas relacionadas con el desarrollo de pardeamiento y fermentaciones, con mayor
capacidad antioxidante y con mejores caracteristicas sensoriales, para obtener un producto
de calidad optima y vida util extendida. Se destacdé la importancia de estudiar mas
variedades, para identificar las mas aptas para irradiar y expandir la oferta de productos.
Por otra parte, se profundizo el conocimiento del efecto de distintas dosis de irradiacion (0,1;
0,3; 1,0 y 2,5 kGy) utilizando una variedad de duraznos de uso industrial. Los resultados
mostraron el efecto positivo de las dosis bajas (< 1,0 kGy), mientras que el tratamiento a 2,5
kGy indujo una reduccidon considerable en la firmeza y desarrollo acelerado del
pardeamiento enzimatico. Ademas, se evalud la respuesta al estrés a estos tratamientos
mediante la induccion de proteinas de estrés térmico (HSP), solo detectada para dosis de
irradiacion de 0,1 y 0,3 kGy, lo cual constituye un hallazgo relevante no reportado
previamente en tejidos vegetales. Por lo tanto, dosis bajas de irradiacion promovieron los
mecanismos fisioldgicos y bioquimicos de defensa de la fruta. Estos resultados sugirieron
que los tratamientos de irradiaciéon (hasta 1,0 kGy) en combinaciéon con el envasado en
atmosfera modificada (10% O2 y 15% CO2 a los 14 dias de almacenamiento), podrian dar
lugar a productos de alta calidad con una vida util prolongada. El analisis de optimizacion
arroj6 como resultado 0,25 kGy, como dosis optima para preservar los parametros

fisicoquimicos, por lo que se selecciond este valor para el estudio posterior.
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Finalmente, se concluye que la eleccion de la materia prima para el proceso es determinante
de la calidad del producto final, por lo que se analiz6 la aptitud varietal. En este sentido, se
correlacionaron variables instrumentales con sensoriales, y se determind que, en el ensayo
realizado, las muestras de cv. Dixiland irradiadas a 0,2 kGy podian mantener estables las
propiedades de calidad fisicoquimicas y sensoriales, mientras se indujo la defensa fisioldgica
por el estrés generado. Finalmente, se validaron los resultados experimentales con los
predichos optimizados.

Como conclusion, puede afirmarse que los duraznos irradiados mantienen su calidad y
frescura, en funcién de sus caracteristicas de apariencia, textura y flavor, y actividad de sus
procesos metabdlicos. Por lo tanto, la irradiacion gamma constituye una tecnologia
promisoria para preservar duraznos minimamente procesados, siendo necesario profundizar
los conocimientos cientifico-tecnolégicos que contribuyan a la ampliacion en el mercado de
productos ionizados. Sin dudas, el avance de las investigaciones y desarrollos futuros
permitiran una difusion creciente de esta tecnologia a nivel industrial, logrando la aceptacion

y produccion de los alimentos irradiados a una mayor escala.
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El presente trabajo final corresponde al proyecto de tesis para optar al titulo de Doctora

de la Universidad Nacional de Quilmes en Ciencia y Tecnologia.
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III. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

°C Grados Centigrados

37Cs Cesio-137

HC Carbono-14

1-MCP I-metilciclopropeno

Co Cobalto-60

A Absorbancia

a* Parametro que representa cromaticidad del verde al rojo
ABTS 2,2-Azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid

ADH Alcohol deshidrogenasa

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosina-5’-difosfato

AG Acido galico

ALATI Asociacion Latinoamericana de Tecnologia de la Irradiacion
Al-DH Aldehido deshidrogenasa

AMA Acetato de amonio

ANMAT Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica

ANOVA Analisis de Varianza

APH Altas Presiones Hidrostaticas

Agq. Acuosa

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

atm Atmosferas

ATP Adenosina-5’-trifosfato

b* Parametro que indica cromaticidad del azul al amarillo
BCIP 5-bromo-4-chloro-3- indolyil fosfato

BPA Buenas Practicas Agricolas

BPM Buenas Practicas de Manufactura

BSTT Buffer salino Tris Tween

Cc* Parametro chroma que indica la saturacion o intensidad del color

CAA Codigo Alimentario Argentino
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Centro Atoémico Ezeiza

Centro de estudios Fotosintéticos y Bioquimicos
Clorofluorocarbonos

Metanol

Centro de Investigacion de Agroindustria
Centimetros

Comision Nacional de Energia Atomica
Comision Nacional de Alimentos

Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
cultivar

Desirability

Dosis de reduccion decimal

Dicloro difenil tricloroetano

Acido dehidroascérbico

Dosis maxima

Dosis minima

1, I-diphenyl-1-picrylhydrazyl

Coeficiente de extincion molar

Comision de enzimas

Acido etilendiaminotetracético

Estacion Experimental Agropecuaria
Ejemplo

Enfermedades transmitidas por alimentos

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

Fluorescein diacetato

Food and Drug Administration
Cloruro férrico hexahidratado
Figura

Ferric Reducing Antioxidant Power

Espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano por transformada de

Fourier

Frutas y hortalizas minimamente procesadas
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g Gramos

g Fuerza centrifuga relativa

GAPA Guias Alimentarias para la Poblacion Argentina
GLM General Linear Model

Gy Gray

h Hora

h° Parametro cromatico que representa el tono o angulo de color
H,0, Peroxido de hidrégeno

H>04 Agua destilada

H,S Sulfuro de hidrogeno

HACCP Analisis de peligros y puntos criticos de control
HCI Acido clorhidrico

HCIO Acido hipocloroso

HCIO4 Acido perclérico

HK Hexoquinasa

HPLC/MS Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas

HPOs Acido metafosforico

HR Humedad relativa

HSP Heat shock proteins o proteinas de estrés térmico

IAEA Intern.ational Atomic Energy Agency u Organismo Internacional de Energia
Atdémica (OIEA)

IDR Instituto de Desarrollo Rural de Mendoza

INDEC Instituto Nacional de Estadistica y Censos

INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

IoT Internet of things

IRAM Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion

ISETA Instituto Superior Experimental de Tecnologia Alimentaria

ISO International Organization for Standardization

ITA Instituto Tecnologia de Alimentos

J Joule

JECFI Comité de Expertos en Irradiacion de Alimentos

kcal Kilocalorias

kDa Kilodalton
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kg Kilogramos

kGy Kilogray

kJ Kilojoule

KPO4H» Fosfato diacido de potasio

1 Litros

L* Parametro cromatico que representa “Luminosidad”
LSD Minima diferencia significativa (Least Significant Difference)
ug Microgramos

pl Microlitros

uM Micromolar

M Molar

m Metros

mA Miliamper

MAP Modified atmosphere packaging
MCBA Mercado Central de Buenos Aires
MCi Megacuries

MeBr Bromuro de Metilo

MeV Mega electrén voltios

mg Miligramos

min Minutos

ml Mililitros

mM Milimolar

mm Milimetros

mSv Milisievert

N Newtons

N» Nitrégeno molecular

Na,COs Carbonato de sodio

NADH Nicotinamida adenina dinucledtido
NBT Nitroblue tetrazolium chloride
NH; Amoniaco

nm Nanometros

OCDE Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos
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OMS Organizacion Mundial de la Salud
ONU Organizacion de las Naciones Unidas
P Presion

p/v Peso en volumen

PAL Fenilalanin amonio-liasa

PCB Policloruro de bifenilo

PCC Punto critico de control

PET Tereftalato de polietileno

PG Poligalacturonasa

PGI Fosfoglucosa isomerasa

PISI Planta de Irradiacion Semi-Industrial
PLS Partial least squares regression

PM Peso molecular

PME Pectinmetilesterasa

PMMA Metacrilato de polimetilmetacrilato
PMSF Fluoruro de fenilmetanosulfonilo
POD Peroxidasa

ppm Partes por millon

PPO Polifenoloxidasa

PVC Policloruro de vinilo

PVPP Polivinilpolipirrolidona

r Coeficiente de Pearson

RAD Radiation Absorbed Dose

ROS Especies reactivas del oxigeno

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa
] Segundos

SDS Dodecilsulfato sodico

SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico
SENASA Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
sHSP Small heat shock proteins o proteinas de estrés térmico de bajo peso molecular

SI Sistema Internacional de Unidades
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Sv Sievert

TEM Microscopia electronica de transmision
ton Toneladas

TPTZ 2,4,6-tripiridil-s-triazina

TRIS Hidroximetilaminometano

Trolox 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
U Unidad de enzima

UE Unién Europea

UFC Unidad formadora de colonias

UNQ Universidad Nacional de Quilmes

uv Ultravioleta

v Voltios

v/v Volumen en volumen

VIP Variable de importancia en la proyeccion
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos productivos y comerciales del durazno
1.1.1. Descripcion y composicion nutricional

El duraznero [ Prunus persica (L.) Batsch] es un frutal caducifolio, perteneciente al género
Prunus de la familia Rosaceae (Castro & Puentes, 2012). Posee unas decorativas flores
rosadas y una fruta (drupa) dulce y jugosa, muy apreciada mundialmente como alimento
debido a su flavor, valor nutritivo, textura y apariencia. El durazno esta categorizado
como una “fruta de carozo”, dado que su semilla estd encerrada en un endocarpio duro.
Es originario de China, posteriormente introducido en Persia, y luego distribuido por los
romanos en Europa, siendo los espafioles los responsables de la introduccién de muchas
variedades en América. Actualmente, se cultiva en casi todos los paises del mundo

(Dansa, 2017).

El durazno presenta un comportamiento climatérico (Africano et al., 2015), siendo el
etileno, mediante su funcion hormonal, el responsable de regular los principales procesos
moleculares, bioquimicos y fisioldgicos durante la maduracion de la fruta, incluyendo el
incremento en la intensidad respiratoria, el contenido de solidos solubles totales
(Akbudak & Eris, 2004), los cambios de color a nivel de epidermis y pulpa, la
disminucién de la acidez total titulable, y la resistencia o firmeza de la pulpa (Altube et
al., 2001). El etileno también es responsable de acelerar la senescencia, por lo que su
concentracion en la fruta afecta directamente la calidad (Ramirez, 2007). Sin embargo, es
importante mencionar que, como en la gran mayoria de las frutas, existe una gran
variabilidad en las caracteristicas, de forma tal que parametros como la firmeza y el
contenido de solidos solubles estan muy asociados a la variedad, y a su vez, se encuentran
influenciadas por la temporada, la ubicacion y la fecha de recoleccion (Ruiz-Altisent et
al., 2006). Por su parte, la calidad y la madurez de consumo dependen de cambios a nivel

organoléptico, como el desarrollo del flavor (Tain et al., 2011).

Durante la maduracion, el durazno revela un cambio en el color de fondo de la epidermis,
el cual presenta una evolucion de verde a rojo por la degradacion de clorofilas, mientras
que el color de recubrimiento presenta un cambio de tonalidades amarillo verdoso a rojo,
generalmente en respuesta a la acumulacion de carotenoides y antocianinas (Cunha et al.,
2007). El contenido de acidos organicos en el durazno disminuye a medida que la fruta

madura (Rodriguez-Félix et al., 2011). Durante esta etapa, también se llevan a cabo
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distintos procesos de sintesis de compuestos volatiles, reduccion del contenido de

proteinas e incremento en la capacidad antioxidante de la fruta (D’ Ambrosio et al., 2012).

Comercialmente, el durazno se clasifica en dos tipos: pavia (el carozo se mantiene
adherido a la pulpa) o prisco (el carozo esta relativamente separado de la pulpa). Debido
a su valiosa composicion nutricional, el durazno era considerado por los antiguos chinos
como un simbolo de larga vida e inmortalidad (Siddig, 2006). Una fruta media pesa
aproximadamente 75 g y aporta 39 Kcal, 9 g de carbohidratos, 1 g de proteina, 7 mg de
vitamina C y 190 ug de potasio cada 100 gramos de durazno fresco (Matei et al., 2013).
Sin embargo, estos valores varian de acuerdo a la variedad, region de cultivo, estado de

madurez, y factores climaticos y agroecoldgicos (Tabla 1).

Una caracteristica importante del durazno es su alto contenido en carotenoides
(provitamina A), compuestos fenolicos y otros antioxidantes (Tareen et al., 2012). Los
principales compuestos fendlicos son la catequina, la epicatequina, los acidos cloragénico
y neocloragénico, y los derivados de cianidina y quercetina, mientras que los principales
carotenoides incluyen o—, f—y y—carotenos y xantofilas (carotenoides mono- o di-
hidroxilados), zeaxantina, luteina, B-criptoxantina y violaxantina. En la actualidad, existe
un gran interés de los consumidores por los compuestos antioxidantes, ya que su presencia
en la dieta tiende a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y la incidencia de
diferentes tipos de cancer. Algunos compuestos carotenoides juegan un importante rol en
la vision, entre ellos la luteina y la zeaxantina, los cuales presentan una capacidad
demostrada para prevenir la degeneracion de la macula (Campbell & Padilla, 2013).
Aunque los duraznos tienen menor contenido de estos compuestos que otras frutas tales
como las frutillas, kiwis, manzanas y naranjas, los mismos tienen una gran importancia
econdmica y nutricional, dado que su presencia es frecuente en las comidas durante los
meses de primavera y verano, ademas de que las porciones son generalmente mayores

(masa ingerida por persona y por dia) en relacion a otras frutas (Remorini et al., 2008).

En cuanto al consumo, un trabajo realizado por el Ministerio de Hacienda en el afio 2016
muestra que los paises latinoamericanos tienen los mayores niveles de consumo per
capita; para Argentina se estima un consumo anual del orden de 1,03 kg/ano. Por otra
parte, un estudio del Instituto de Desarrollo Rural de Mendoza (IDR) del afio 2017 afirma
que existe una marcada estacionalidad en el consumo de duraznos enlatados, con un fuerte

aumento en los meses de verano y dos maximos identificados en los meses de octubre



(quizas relacionado a politicas de oferta previas a la nueva temporada) y diciembre, en

coincidencia con las fiestas de fin de afio.

Tabla 1: Valor nutricional del durazno (Boletin de Frutas y Hortalizas, Mercado Central de Buenos
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Aires, 2018, fuente: USDA National Nutrient Database).

Aportes de nutrientes | Requerimientos diarios
Nutriente cada 100 g de durazno hombre/mujer en
frescos amarillos estado activo
Agua (g) 88,87 ;
Lipidos (g) 0,25 -
Carbohidratos (g) 9,54 -

Energia (Kcal) 39 3000/2300
Proteina (g) 0,91 54/41
Calcio (mg) 6 1000
Hierro (mg) 0,25 10/18

Magnesio (mg) 9 350/330
Fosforo (mg) 20 700

Tiamina (mg) 0,024 1,2/0,9
Potasio (mg) 190 3500
Niasina (mg) 0,8 20/15

Vitamina B6 (mg) 0,025 1,8/1,6
Folato (mg) 4 400
Vitamina C (mg) 6,6 60
Vitamina A (UI) 326 3333/2666

1.1.2. Calidad Poscosecha

En Argentina, la cosecha de duraznos se realiza entre los meses de octubre y abril. El

rango varia segun las condiciones climaticas de cada afo y al lugar geografico (Fig. 1).

En la mayor parte de los cultivares, el momento 6ptimo de cosecha se determina por
cambios en el color de fondo de la piel, de verde a amarillo. En cambio, en los cultivares
en los cuales ese color de fondo se encuentra enmascarado por el desarrollo completo de
un color rojo antes de la maduracion, se recomienda medir la firmeza de la fruta para
determinar cuando cosecharla. La madurez dptima corresponde a una firmeza de pulpa
en la que la fruta se puede manipular sin dafios por magullamiento, y se mide con un
penetréometro con punta de 8 mm de diametro (5/16"). La susceptibilidad al

magullamiento varia entre cultivares. Ademas, la calidad de la fruta esta también asociada
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a parametros, como el peso, los solidos solubles, la acidez titulable, el color de la pulpa y
otros atributos generales de calidad (ejemplos: dafios por golpes, enfermedades, estado
del carozo —partido o no—, sub- o sobremaduracion, harinosidad visual, caracteristicas del
color). Es necesario destacar que la firmeza de cosecha no es la misma que la firmeza de
consumo, debido al tiempo que transcurre entre la cosecha en la zona de producciéon y la
llegada al consumidor, considerando los sistemas logisticos y las condiciones de proceso,

almacenamiento y empaque, que se emplean durante la cadena (Budde ef al., 2003).

En lo relativo a los duraznos destinados a la industrializacion, uno de los principales
pardmetros de calidad es el calibre (determinado por la circunferencia y el diametro
maximo de la seccion ecuatorial). La fruta de mayor tamafio se emplea para la industria
de mitades, recibiendo el mejor precio, mientras que la de menor tamafio es empleada por

la industria pulpera (Boletin de Frutas y Hortalizas, MCBA, 2019).
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Fig. 1: Periodos de cosecha de duraznos segun el lugar geografico del pais. Fuente: Ojer (2019).

A continuacion, se detallan las variables y sus rangos sugeridos para optimizar las

condiciones de conservacion de duraznos:

— Temperatura éptima: La temperatura Optima de almacenamiento del durazno es

de -1 a 0 °C. El punto de congelamiento varia, dependiendo del contenido de
solidos solubles, de -3 a -2,5 °C.

— Humedad relativa dptima: La humedad relativa (HR) optima es de 90-95%; se

recomienda un caudal de aire de aproximadamente 1,4 m*/min en las cdmaras de
almacenamiento.

— Respuestas a atmdésferas modificadas/controladas: Los beneficios principales de

atmosferas modificadas/controladas durante el almacenamiento y embalaje son la

conservacion de la firmeza y del color de fondo de fruta.
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En el caso de las frutas minimamente procesadas, se pueden utilizar sistemas de
packaging con atmdsferas modificadas (Modified atmosphere packaging — MAP)
con niveles entre 2-5% de O2y 8-12% CO; para extender la vida util (Kader &
Rolle, 2004). Incluso, el uso de atmosferas modificadas es capaz de reducir la
incidencia de podredumbres en rodajas de durazno (Gorny, 2001).

— Précticas Poscosecha: El durazno es una fruta altamente perecedera, que presenta

una reducida vida util en poscosecha generando pérdidas de entre el 15 y el 25%
de la produccion. Esta condicion estd asociada a su alto porcentaje de agua
(Herrera et al., 2006) y su elevada actividad metabdlica, sumado a los dafios
mecanicos que se generan por un inadecuado transporte y almacenamiento (Seta

& Moyano, 2007).

La calidad y la vida util de los duraznos varian significativamente seglin la variedad a la
cual pertenecen. En el Mercado Central de Buenos Aires (MCBA) se ofertan hasta 63
variedades diferentes de duraznos. Ademas de ser condicionada por la variedad, la vida
util del durazno también es afectada por diversos factores como, por ejemplo, el manejo
de la temperatura, siendo el decaimiento interno la mayor limitante para su conservacion
por periodos mas prolongados (Boletin de Frutas y Hortalizas, MCBA, 2019). Otro factor
por considerar que influye sobre la variabilidad es la posicion de la fruta en el arbol. La
fruta de menor tamafo que ha crecido en la parte externa de la copa tiene una vida de
poscosecha mas larga que la fruta de tamafio mayor que ha crecido en una posicion
interna. Esto se debe a las diferentes condiciones (luz, temperatura, disponibilidad de
nutrientes, humedad) en las diferentes posiciones del arbol durante el crecimiento de la
fruta. Como este ultimo ejemplo mencionado, todos los factores precosecha condicionan

la calidad de la fruta y su vida poscosecha.
1.1.3. Produccion

Analizando el contexto global de la produccidon de durazno, se observa que China lidera
el mercado seguido por la Union Europea, Turquia y Estados Unidos, mientras que Brasil
y Argentina se disputan alternativamente las posiciones siguientes (Dansa, 2020), (Fig.
2). Por su parte, los consumidores mas importantes son Estados Unidos, Alemania,

Espafia, Japon y Francia, quienes representan el 70% del consumo total mundial.
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Fig. 2: Evolucién de la Produccion mundial de durazno durante el periodo 2014 — 2020 (Dansa, 2020).

En nuestro pais, el Censo Nacional Agropecuario 2018 (llevado a cabo entre septiembre
2018 y marzo 2019, publicandose los resultados definitivos en abril de 2021) informé que
Argentina cuenta con 19307,4 ha implantadas de durazneros y una produccion
aproximada de 200000 t, cifra que incluye variedades para consumo en fresco y para
industria. Del total, el 52% se destina a la industrializacion y el 48% al consumo fresco
(INDEC, 2021). Durante el periodo de pandemia, los indices sufrieron modificaciones
tendientes a la baja, sin embargo, los ultimos datos publicos indican que durante la
campafia 2022/2023 Argentina contd con 20985,4 ha implantadas, con una produccién

aproximada de 210000 t (SENASA, 2024).

Los usos principales del durazno son: para consumo en fresco, conservas, pulpas,

mermeladas, jaleas, néctar, frutas desecadas, en almibar, jugos, concentrados, entre otros.

Respecto a la produccion de durazno para el consumo en fresco, la superficie implantada
de este tipo de variedades se distribuye principalmente entre las provincias de Mendoza,
Buenos Aires, Cérdoba y Rio Negro, representando alrededor del 90% del total nacional.
En los ultimos afios, se han incorporado al panorama productivo algunas provincias del
Noroeste y Noreste del pais, las cuales se han concentrado en los cultivares tempranos,
ampliando asi la oferta temporal en el mercado interno (Boletin de Frutas y Hortalizas,
MCBA, 2018). Del total productivo de durazno fresco, solo 1% se destina a exportacion,
siendo los principales destinos durante 2022/2023 Brasil, Paraguay, Bolivia y Estados
Unidos, y en menor proporcion Chile, Uruguay, Espafia, Alemania, Reino Unido,
Emiratos Arabes Unidos y Qatar. Ademas, se importd 383 t procedente de Chile y Espafia
(SENASA, 2024).
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En relacion a los duraznos con destino industria, la superficie implantada de las
variedades para este fin se distribuye mayormente en la provincia de Mendoza (97%) y
su produccion tiene dos destinos principales: en promedio se destina el 75% de la cosecha
(de duraznos industria) al enlatado en mitades, rodajas o cubeteado y el 25% restante a la
elaboracion de pulpa, cuando la fruta no retine las caracteristicas requeridas para elaborar
conservas (Secretaria de Agroindustria, 2019). En nuestro pais existen alrededor de 50
empresas que elaboran conservas de frutas, siendo aproximadamente un tercio de ellas de
medianas a grandes. Algunas de las mas importantes son: Agroindustrias Inca, Nieto y
Cia., Industrias Alimenticias Mendocinas S.A., Arcor SAIC, La Campagnola, La Colina,
Agroindustrias Molto S.A. y Alco-Canale. La mayor parte de las industrias elabora
también otros productos, tales como derivados de tomate, dulces y mermeladas, muchos
de ellos como linea principal. Solo algunas empresas de menor dimension estan
especializadas tnicamente en la elaboracion de conservas de frutas. El personal total
ocupado en actividades de la cadena se estima que alcanza a 33000 personas, incluyendo
la produccién primaria, el empaque, y la industrializacion de duraznos, ciruela, manzana

y pera, por lo que la actividad representa una importante fuente de mano de obra.

En cuanto a la exportacioén durante el periodo 2022/2023, Argentina export6 el 2,6% de
su produccion como durazno desecado, deshidratado, congelado, y puré y pulpa de
durazno a los siguientes paises de destino: Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay, Estados
Unidos, Alemania y Emiratos Arabes Unidos; mientras que importé 15 t de durazno

desecado desde Bolivia (SENASA, 2024).
1.1.4. Tendencias productivas, comerciales y de consumo

Las tendencias en la cadena de valor de los alimentos se encuentran condicionadas
principalmente por las exigencias de los consumidores. Actualmente, éstos ultimos
cambiaron su forma de valorizar los productos, con una mayor demanda de calidad, y
buscando a su vez nuevos atributos. Asi, existe una clara tendencia hacia el consumo de
alimentos saludables, frescos y naturales, con el requerimiento del cuidado del ambiente

y responsabilidad social en su produccion.

En este sentido, alimentos que eran tradicionalmente bien aceptados, como el caso de los
duraznos en conserva, son en la actualidad cuestionados desde el punto de vista
nutricional, debido a la necesidad de agregarles durante su elaboracion cantidades

relativamente elevadas de azlcar en forma de jarabe. En consecuencia, el consumo de
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estos productos puede elevar los niveles de glucosa postprandial en el plasma (alto indice
glicémico del producto), lo cual ocasiona un efecto negativo para los consumidores en
general, y especialmente para los diabéticos (Miller et al., 1995). Este problema, sumado
a la pérdida de compuestos de alto valor nutricional durante el procesamiento (que llega
hasta el 60% en el caso de algunos nutrientes -Rickman et al., 2007-), ha orientado la
preferencia de los consumidores actuales hacia el reemplazo progresivo de los productos
elaborados por métodos tradicionales de preservacion, como las conservas, por productos

frescos o listos para consumir con un minimo procesamiento (Oke ef al., 2006).

Entre las estrategias de intervencion propuestas por las autoridades sanitarias de nuestro
pais, y a través de la Direccion de Promocion de la Salud y Control de Enfermedades No
Trasmisibles, se promueven entornos y practicas cotidianas mas saludables como las
volcadas en las “Guias Alimentarias para la Poblacion Argentina (GAPA)”. El objetivo
es lograr una alimentacién mas consciente y saludable, aumentar el consumo de frutas y
hortalizas, no s6lo en cantidad, sino en calidad, y de forma mas homogénea por toda la
poblaciéon. Como contribucion a este objetivo, durante el afio 2017, se impulso la
Campana de Promocion de Consumo de Frutas y Hortalizas, desarrollada por las
Secretarias de Agregado de Valor y de Agricultura, Ganaderia y Pesca del entonces
Ministerio de Agroindustria de la Nacion. Asi, en la tercera semana de cada mes se
realizaban acciones concretas, tanto en puntos especificos, como en redes sociales junto

al hashtag #MésFrutasyVerduras (Fig. 3), (Ministerio de Agroindustria, 2017).

Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en idéntico sentido,
recomienda un consumo diario de 400 g por dia (minimo de 5 porciones: 2 de frutas y 3
de hortalizas). Sin embargo, el consumo mundial de este tipo de productos esta muy por
debajo del nivel minimo recomendado, estimandose que representa en la actualidad solo
entre el 20-50% de la ingesta diaria sugerida. Existen evidencias que indican que la
ingesta insuficiente de frutas y hortalizas est4 relacionada con el aumento del riesgo de
cardiopatias isquémicas, canceres gastrointestinales y accidentes vasculares cerebrales.
Se estima en consecuencia que un mayor consumo de frutas y hortalizas hasta alcanzar
los valores recomendados podria salvar hasta 1,7 millones de vidas cada afio (FAO/OMS,

2004).
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Fig. 3: Comunicacion de la iniciativa “Campafia de Promocidén de Consumo de Frutas y Hortalizas”
(Ministerio de Agroindustria, 2017).

1.2. Importancia de las frutas y hortalizas minimamente procesadas (FyHMP)

Historicamente, las exportaciones nacionales han presentado como rasgo caracteristico
un limitado valor agregado debido al bajo nivel de transformacién y de diferenciacion de
los productos. Se estima que menos del 20% de las exportaciones de productos de origen
agropecuario incluyen algin grado de industrializaciéon o diferenciacion, predominando
el comercio de productos del tipo commodities. Resulta entonces altamente estratégico
para el pais el agregado de valor a través del procesamiento de materias primas de origen
agropecuario. A nivel de consumo, existe una demanda creciente de los denominados
productos de conveniencia (listos para preparar, listos para consumir) con alta calidad

sensorial y nutricional (Sabbadini, 2019).

Las frutas y hortalizas, en particular, son cada vez mas apreciadas por parte de los
consumidores, ya que, como fuera comentado, diversos estudios confirman la asociacion
entre su ingesta y el bajo riesgo de sufrir enfermedades cronicas. Los vegetales
representan una rica fuente de nutrientes, que incluyen vitaminas, minerales, fibras y otras
sustancias bioactivas cuyos mecanismos de accion son a menudo complejos, mostrando
muchos de ellos un cierto nivel de superposicion y/o complementariedad. Como ejemplo,
se pueden mencionar: la modulacién de enzimas de detoxificacion, el estimulo del sistema
inmunitario, la reduccidon de agregacion plaquetaria, la modulacion de la sintesis del
colesterol y del metabolismo hormonal, la reduccion de la presion sanguinea, y los efectos

antibacterianos, antivirales y antioxidantes (Lampe, 1999).

Por otra parte, el ritmo de vida actual hace que se reduzca cada vez mas el tiempo
disponible para las preparaciones culinarias que incorporen un mayor porcentaje de frutas
y hortalizas a la dieta. En consecuencia, la practicidad que ofrecen las frutas y hortalizas
minimamente procesadas (FyHMP) representa una oportunidad para que estos productos

tengan una mayor insercion en el mercado nacional, y que puedan convertirse, como ya
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acontece en muchos paises desarrollados, en la principal fuente de nutrientes y de
compuestos que contribuyan a prevenir enfermedades crénicas en un segmento
importante de la poblacioén (Abadias ef al., 2008; Montero-Calderon et al., 2009; Oms-
Oliu et al., 2010; Wiley, 1997).

Segun el Codigo Alimentario Argentino (CAA), las frutas y hortalizas minimamente
procesadas son aquellas que se comercializan “frescas, limpias, peladas, enteras y/o
cortadas de diferentes maneras, cuyo minimo procesamiento permite mantener sus
propiedades naturales y tornarlas faciles de utilizar por el consumidor, ya sea para
consumo directo en crudo o para preparaciones culinarias” (CAA, Articulo 925 tris —

Resolucion Conjunta SPRel N° 192/2012 y SAGyP N° 799/2012).

La elaboracion de FyHMP se convirtié en un verdadero desafio tecnoldgico, ya que por
un lado son muy pocas las estrategias de preservacion que pueden utilizarse para mantener
adecuadamente la calidad de estos productos y, por otra parte, las operaciones como el
pelado o el cortado provocan un cierto nivel de dafio a los tejidos, que limita de manera
importante su vida util. Entre estas alteraciones, se pueden mencionar: el ablandamiento
de los tejidos, el incremento del metabolismo, la induccion de la produccion de etileno,
el aumento de la pérdida de peso (principalmente por pérdida de agua), y el incremento
en la susceptibilidad al pardeamiento enzimatico y a la contaminacion microbiana. En los
ultimos afios, el estudio de la preservacion de FyHMP se enfoca cada vez mas en
mantener su frescura y propiedades naturales, y en la aplicacion combinada de
tratamientos suaves, capaces de actuar de manera sinérgica, o al menos aditiva, lo que se
conoce genéricamente como “tecnologia de barreras” (Barret ef al., 2010; Denoya, 2015;

Gonzalez-Buesa et al., 2011).
1.3. Prevencion de alteraciones en FyHMP: Caso del pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enzimatico constituye una de las principales alteraciones de las FyHMP,
ya que su desarrollo deteriora el color de los productos, afecta al flavor y disminuye la
calidad nutricional. Desde el punto de vista quimico, este fendémeno se inicia con la
oxidacion de compuestos fendlicos produciendo o-quinonas por accion de enzimas,
principalmente la polifenoloxidasa (PPO). Subsecuentemente, estas quinonas se
condensan y reaccionan de manera no enzimatica con otras sustancias tales como
compuestos fendlicos y aminoécidos, para producir polimeros marrones complejos

(melaninas). La susceptibilidad al pardeamiento enziméatico depende de muchos factores,
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entre los que se pueden mencionar: la actividad intrinseca de la PPO, el contenido de
fenoles, el contacto con el oxigeno atmosférico, y la relacion enzima-sustrato. En funcién
de esto y del corte producido en este tipo de productos, muchas de las investigaciones
realizadas sobre la prevencion del pardeamiento enzimatico se enfocan precisamente en
el control de la interaccion de la PPO con los compuestos fendlicos y el oxigeno
(Gonzélez-Buesa et al., 2011), por lo que la actividad de la enzima es la limitante en esta

reaccion.

La sintesis de los compuestos fenolicos comienza en el reticulo endoplasmatico. Una vez
formados, estos compuestos son glicosilados y transportados en vesiculas a la vacuola, la
cual representa el principal sitio de almacenamiento, aunque también pueden encontrarse
en los cromoplastos, citoplasma y, en cantidades muy pequenas, en las mitocondrias
(Toivonen & Brummel, 2008). Por su parte, la enzima PPO se ubica exclusivamente en
los cloroplastos. Esta compartimentalizacion, tipica de un tejido vegetal intacto, evita la
ocurrencia de reacciones de pardeamiento en forma significativa, dada la separacion fisica
entre enzima y sustrato (Yoruk & Marshall, 2003). Por lo tanto, el evento inicial en el
proceso de pardeamiento oxidativo es la ruptura de las membranas de las células de los
tejidos vegetales, lo que permite el contacto entre los compuestos, inicidndose las
reacciones mencionadas. Esta descompartimentalizacion puede ocurrir como
consecuencia de un estrés fisico, o por procesos de deterioro, como los generados por

dafio mecanico o senescencia (Toivonen & Brummel, 2008).

Segtn la comision de enzimas (EC), la PPO pertenece al grupo de las oxidoreductasas,
(Nevin, 2009). Esta enzima actiia sobre dos tipos de sustratos, los monohidroxifenoles,
hidroxilandolos en posicion orto con respecto al grupo hidroxilo original y los
o-dihidroxifenoles, oxidandolos a quinonas por remocion del hidrogeno del grupo
hidroxilo (Ramirez & Whitaker, 2003; Ayaz et al., 2007), lo cual es seguido por la
formacidon no enzimatica de melaninas. La reaccion de hidroxilacion es relativamente
lenta y provoca la formaciéon de productos incoloros, mientras que la reaccion de
oxidacion es relativamente rapida y produce quinonas coloreadas. Las reacciones
subsecuentes de las quinonas conducen a la acumulacion de melaninas, que son los
pigmentos marrones, negros o rojizos asociados al pardeamiento de los tejidos vegetales

(Fig. 4), (Toivonen & Brummel, 2008).
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Fig. 4: Mecanismo de accion de la polifenoloxidasa (PPO) sobre los mono- y difenoles, en el cual la
actividad de hidroxilacion tiene una menor velocidad maxima que la actividad de oxidacion (Toivonen &
Brummel, 2008).

La caracteristica estructural mas importante de la PPO es la presencia, en su centro activo,
de dos atomos de cobre unidos a histidina. Alrededor de ellos, se situan aminoacidos
hidrofébicos con anillos aromadticos, importantes para su union a los sustratos (Calvo,
2007). La forma mas tradicional para controlar el pardeamiento enzimatico esta
representada por la adicion de sulfitos (Sapers, 1993), los cuales actian como agentes
reductores transformando las o-quinonas en difenoles menos reactivos, previniendo de
esta forma el desarrollo de melaninas. Si bien de esta manera se evita el pardeamiento
enzimatico con una alta efectividad y bajo costo, la utilizacién de sulfitos ha sido
restringida en frutas y hortalizas por la Administracion de Farmacos y Alimentos de
Estados Unidos (Langdon, 1987). En nuestro pais, la Resolucion Conjunta 57/2010 y la
Modificacion 548/2010 de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT), desalientan también el uso de esta sustancia, debido a la
posibilidad de induccion de reacciones alérgicas en individuos asmaticos. Si bien existen
otros aditivos tales como 4-hexylresorcinol, cisteina, acidulantes, antioxidantes y agentes
quelantes, que han empezado a utilizarse Gltimamente como alternativa a los sulfitos,
estos generalmente no poseen su efectividad ni presentan su multifuncionalidad,
considerando su adicional poder microbicida, por lo que hasta el momento no se ha
encontrado una alternativa de reemplazo adecuada (Denoya, 2015; Perera et al., 2010;

Smith, 1993; Wiley, 2017).
1.4. Defensa fisiologica vegetal ante tratamientos de estrés

1.4.1. Generalidades
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En los ultimos afos, se han llevado a cabo distintas investigaciones focalizadas en una
estrategia emergente de conservacion que consiste en la aplicacion limitada de un
determinado estrés capaz de inducir cambios fisiologicos en los tejidos celulares de una
planta, que los proteja frente a intensidades mayores del mismo estrés, o incluso frente a
otros tipos de estrés. Asi, por ejemplo, la aplicacion de un shock térmico se ha utilizado
para prevenir el desarrollo de alteraciones fisiologicas desencadenadas por el
almacenamiento en frio, prolongando en consecuencia la vida util de frutas y hortalizas
(Klein & Lurie, 1992). En particular, este tipo de tratamiento térmico puede inhibir tanto
procesos enzimaticos, como la produccion de ciertas hormonas como el etileno (Lurie,
1998; McDonald et al., 1998; Sabehat et al., 1996; Sanchez-Ballesta et al., 2000). El
efecto de un tratamiento de estrés sobre los pardmetros fisiologicos y bioquimicos de las
frutas depende en gran medida tanto del tipo como de la intensidad del estrés aplicado.
Es importante considerar que, a partir de un determinado nivel de estrés, los cambios en
los tejidos pueden generar un importante deterioro del producto que no pueda revertirse,

por lo que el dafio se convierte en permanente (Polenta ez al., 2006).
1.4.2. Proteinas de estrés térmico (HSP)

En cuanto a la base bioquimica de la proteccion frente al calor, se ha descrito que la
exposicion de la mayoria de los tejidos vivos de animales, plantas y procariotas a un
incremento transitorio de temperatura entre 5 y 10 °C, induce la sintesis de un grupo
especifico de proteinas chaperonas denominadas “heat shock proteins” o proteinas de
estrés térmico (HSP), normalmente ausentes o bien presentes a niveles mas bajos en
células no estresadas (Brodl, 1989; Lafuente ef al., 1991; Polenta et al., 2020). Dentro del
mismo mecanismo de respuesta, se ha observado también que la concentracion de muchas
de las proteinas sintetizadas a la temperatura 6ptima de desarrollo del organismo en
cuestion disminuye de forma importante, situacion que permitiria dirigir practicamente
toda la energia hacia la sintesis de las HSP (Key et al., 1981). La sobreexpresion de HSP
se ha identificado como un marcador temprano de una exposicion al estrés (Basile et al.,
2013), y se ha relacionado con la resistencia adquirida de los productos tratados

térmicamente contra el dafio por frio (Ré et al., 2017).

Aunque la funcion de las HSP no se ha establecido por completo, se estima que actiian
en sinergia con otros mecanismos para hacer frente al dafio celular provocado por un
estrés (Wang et al., 2004). Ademas de las altas temperaturas, la sintesis de HSP puede

desencadenarse por otros tipos de estrés, como por ejemplo la presencia de metales
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pesados, los detergentes no idnicos, la exposicion a pHs bajos, las infecciones
microbianas, la rotura de tejidos, los dafos mecénicos y las radiaciones (Ali & Banu,
1991; Park et al., 2000; Polenta ef al., 2020). Se sabe que estas proteinas pertenecen a
familias de multigenes, en las cuales no todos los miembros estan regulados por altas
temperaturas (Vierling, 1991). Aunque su funcion no ha sido completamente establecida,
el hecho que estas proteinas estén altamente conservadas, y que todos los organismos

investigados sean capaces de producirlas, indica que su funcidon debe ser muy importante.

Las HSP han sido involucradas en la regulacion de una gran variedad de procesos
celulares como ser: el transporte de macromoléculas a través de membranas, el correcto
ensamble de proteinas oligoméricas, la disociacion de estructuras proteicas
incorrectamente ensambladas, y el reconocimiento y degradacion de polipéptidos
desnaturalizados (Polenta et al., 2007; Trofimova et al., 1999). Se sabe que, en células no
estresadas, estas proteinas participan en procesos de homeostasis proteica, como el
plegamiento, la agregacion y el transporte de proteinas. Cuando una célula es sometida a
un tratamiento que causa alglin dafio a las proteinas celulares, se induce la sintesis de las
HSP a niveles que se corresponden con el nivel de estrés aplicado. Se cree que, bajo
condiciones adversas, las HSP contrarrestan los efectos proteotdxicos, previniendo la
desnaturalizacion de proteinas y manteniéndolas en el estado plegado, ademds de

promover la reparacion de las proteinas anormales (Bierkens, 2000; Soto et al., 1999).

Actualmente, son reconocidas cinco familias de HSP: la familia de HSP100; la familia de
HSP90; la familia de HSP70; las chaperoninas (HSP60); y la familia de proteinas de estrés
de bajo peso molecular (small heat shock proteins = sHSP). Aunque la participacion de
las HSP en procesos celulares ha sido descripta con bastante detalle en otros organismos,
se conoce muy poco sobre su funcion en plantas afectadas por un estrés diferente del
térmico. Se cree que, ademas de su participacion en la tolerancia adquirida al estrés, estas
proteinas actuarian de manera sinérgica asociadas a otros mecanismos y componentes

celulares, a fin de disminuir el dafio celular (Wang et al., 2004).
Familia de HSP70

Las HSP70, junto con sus co-chaperonas, forman una maquinaria que asiste a un amplio
rango de procesos de plegamiento de proteinas en casi todos los compartimentos
celulares. Estas proteinas tienen la funcion principal de prevenir la agregacion y ayudar

en el replegado de proteinas no nativas, tanto en procesos normales como bajo situaciones
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de estrés. Ademas, los miembros de esta familia estarian involucrados en procesos tales
como la degradacion proteolitica de proteinas inestables, marcandolas para su
procesamiento en lisosomas o proteosomas (Wang et al., 2004). Una funcion importante
de las mismas seria la de participar en la importacion de proteinas, asi como en otros
procesos de translocacion (Polenta et al., 2007). Estructuralmente, estas proteinas estan
formadas por un dominio ATP-asa N-terminal altamente conservado de 44 kDa, y un
dominio C-terminal de 25 kDa, capaz de unir péptidos. La sobreexpresion de genes de
HSP70 se correlaciona positivamente con la adquisicién de termotolerancia y con la
tolerancia aumentada al estrés salino e hidrico, cumpliendo también una funcién
regulatoria de importancia en la expresion de otros genes relacionados con el estrés. En
definitiva, estas proteinas ayudarian en el ensamble de otras proteinas, suprimiendo las

reacciones secundarias no productivas (Ali & Banu, 1991; Myernik, 1997).
Familia de proteinas de bajo peso molecular (sHSP)

Las sHSP poseen pesos moleculares entre 15 y 40 kDa, constituyendo en plantas la
familia mas diversa en cuanto a la identidad de secuencia, localizacion celular y funcion.
Son sintetizadas de forma ubicua en células procariotas y eucariotas en respuesta al calor
y a otros tipos de estrés e, incluso, durante ciertos periodos del desarrollo de la planta.
Las sHSP comparten un dominio C-terminal conservado de 90 aminoacidos (Vierling,
1991). De las cinco familias de HSP, las sHSP son las que prevalecen en plantas, y la
localizacion a nivel celular seria dependiente de la proteina en particular. Segin Wang et
al., (2004), las plantas sintetizan multiples SHSP que son codificadas por 6 familias de
multigenes nucleares. Cada familia de genes representaria a proteinas destinadas a
distintos compartimentos celulares (citosol, cloroplasto, reticulo endoplasmatico o
mitocondria). La alta diversificacion de las sHSP vegetales refleja, probablemente, una
adaptacion molecular a condiciones de estrés que son Unicas en las plantas, ya que las
mismas responden a un amplio rango de agresiones ambientales como el calor, el frio, la
alta salinidad, el estrés oxidativo, el estrés hidrico y el dafio mecanico (Sabehat et al.,
1998). Una funcion de gran importancia de estas proteinas en tejidos verdes es la de
proteger el fotosistema II (de conocida sensibilidad al calor) y, por lo tanto, mantener
activo el transporte electronico fotosintético durante un estrés térmico (Heckathorn ef al.,
1998). Con respecto a su modo de accion, se ha comprobado in vitro una alta capacidad
de union a proteinas no nativas, probablemente a través de interacciones hidrofdobicas,

siendo capaces por si solas (actuando de manera independiente del ATP) de volver a
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plegar enzimas desnaturalizadas y lograr la recuperacion de su actividad (Lee et al.,
1995). Sin embargo, se postula que in vivo, podrian actuar en forma concertada con otras
HSP. Aparentemente, las sHSP actuarian previniendo la agregacion, mientras que otras
HSP (como las HSP70) tendrian a su cargo el replegado de las proteinas de manera
dependiente del ATP (Lee & Vierling, 2000; Zeng et al., 2016). Se ha establecido que
existe interaccion entre las HSP y otros sistemas de defensa en plantas. Por ejemplo, ante
el ataque de patogenos, se induce normalmente en plantas una respuesta defensiva que
incluye la activacion del metabolismo fenilpropanoide. Se ha demostrado que la
aplicacion de un tratamiento de estrés térmico induce un estado de termotolerancia,
caracterizado por el aumento de HSP70, que es capaz de proteger al metabolismo
fenilpropanoide ante la exposicién posterior a altas temperaturas. De esta forma, se
preservaria este mecanismo defensivo que, de lo contrario, hubiera hecho vulnerable a la

planta ante el ataque de patdgenos (Kuun et al., 2001).
1.4.3. Aspectos tecnologicos y usos practicos de las HSP

Ademas de la reconocida importancia que poseen estas proteinas como protectoras contra
el estrés, también se han llevado a cabo en los ultimos afios investigaciones en donde se
utiliza a las mismas con fines practicos tecnoldgicos. Debido a que los cambios
producidos a nivel bioquimico constituyen las primeras respuestas detectables frente a las
perturbaciones ambientales, se ha propuesto utilizar la deteccion y cuantificacion de las
proteinas de estrés con fines de biomonitoreo de la contaminacion ambiental. Un hecho
de importancia es que los niveles elevados de proteinas de estrés inducidos por distintos
agentes de polucion persisten en el tiempo. El uso de anticuerpos, tanto policlonales como
monoclonales, ha sido de gran utilidad en la deteccion/cuantificacion de proteinas de
estrés, aunque se prefiere el uso de los primeros por ser mas versatiles para estudios
ambientales que involucren a distintas especies (Bierkens, 2000). Dunlap y Matsumura
(1997) identificaron entre las HSP70 de diferentes especies una secuencia de 16
aminoacidos altamente conservada. Mediante la obtencion de anticuerpos policlonales
contra esta porcion, se demostro el aumento de HSP, tanto en especies animales como
vegetales sometidas a estrés fisico, o expuestas a contaminantes quimicos como
policloruro de bifenilo (PCB), dicloro difenil tricloroetano (DDT) o lindano (Polenta et
al., 2020). Las proteinas de estrés han sido utilizadas, ademas, en estudios evolutivos o
filogenéticos. En este sentido, las sHSP son particularmente interesantes ya que estas

proteinas dominan el perfil biosintético proteico durante un estrés térmico, acumuldndose
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luego de un tratamiento hasta representar en algunos tejidos vegetales mas del 1% del
total de las proteinas (Knight & Ackerly, 2001). Desde el punto de vista de la tecnologia
de poscosecha de frutas, se plantea la utilizacion de las sHSP como indicadores
moleculares de la intensidad de la aplicacion de un tratamiento de estrés, o como forma

de monitoreo de la permanencia del efecto protector durante el almacenamiento.
1.5. Tecnologias de preservacion no térmicas

En la actualidad y en funcioén de las demandas de los consumidores, las tecnologias de
preservacion de alimentos presentan el gran desafio, no solo de asegurar la inocuidad y
extender la vida util, sino también de garantizar otros aspectos relacionados, entre los que
pueden mencionarse: mantener las caracteristicas fisicoquimicas y los atributos
sensoriales y nutricionales originales del alimento, evitar que la tecnologia tenga efectos
residuales en la matriz alimentaria, producir alimentos de bajo costo pero de calidad, y
cumplir con los marcos regulatorios vigentes y las expectativas y oportunidades del
mercado al cual se apunta. En este sentido, las nuevas tendencias de consumo llevan a los
productores a dirigir sus esfuerzos y proyectos hacia la busqueda de alimentos listos para
su consumo, de facil coccidon y preparacion (Denoya et al., 2020; Montero-Calderdn,
2009). Las tecnologias de preservacion convencionales tienen como objetivo la
produccion de alimentos inocuos y de larga vida util. Sin embargo, un efecto no deseado
de las mismas es que, en algunos casos, la calidad del producto final es significativamente
menor al de la matriz alimentaria original y, por otro lado, tienen un impacto negativo
sobre el ambiente, lo cual representa en la actualidad un tema de gran preocupacion

(Artés-Hernandez et al., 2014; Wiley, 2017).

La demanda creciente de alimentos minimamente procesados por parte del consumidor,
junto a la necesidad de garantizar la inocuidad de los alimentos y el deseo de reducir el
consumo energético en el procesamiento, han impulsado el desarrollo y la aplicacion de
nuevas tecnologias en la industria alimentaria. En relacidon con esto, se han comenzado a
estudiar distintas tecnologias no térmicas, tanto fisicas como quimicas, las cuales estan
alcanzando un avance importante en la preservacion de productos fruticolas (Al-juhaimi
et al., 2018; M. Li et al., 2019; X. Li et al., 2019; Xue et al., 2016). Entre estas

tecnologias, se pueden mencionar las siguientes:

Luz UV-C / Altas Presiones Hidrostaticas / Irradiacion de Alimentos / Ultrasonido /

Campos magnéticos oscilantes / Campos eléctricos de alta intensidad / Pulsos de luz

17



Introduccion — Analia Colletti

blanca / Plasmas no térmicos mas conocidos como “Plasma frio” / Didxido de carbono

en fase densa/ Agua electroactivada / Ozono / entre otros.

A diferencia de los procesos térmicos convencionales, muchas de estas tecnologias se
utilizan para procesar el alimento sin que se alteren significativamente los compuestos de
interés, como pigmentos, componentes nutricionales y compuestos asociados al flavor.
Ademas, hay que destacar que, mediante estas tecnologias, se preservan compuestos
termosensibles como ciertas vitaminas, minerales, antioxidantes y compuestos bioactivos

(Fan & Wang, 2020; Hu et al., 2021; Jacobo-Velazquez et al., 2017).

La utilizacion de tecnologias no térmicas en el procesamiento de alimentos proporciona
una serie de ventajas, ya que las mismas, reducen el consumo de energia, son limpias y
de menor duracidn, reducen la huella de carbono, reducen la cantidad de ingredientes,
resultan faciles de combinar con otro tipo de tecnologias, y, quizas lo mas importante,

generan productos inocuos y de mejor calidad con apariencia de frescos.

La eficacia de algunas de las tecnologias mencionadas se conoce desde hace tiempo, sin
embargo, es un campo en el cual durante los tltimos afos se han generado los mayores
avances tecnologicos, que han hecho posible su estudio en el ambito legislativo y su
posterior aprobacion para su aplicacion a nivel industrial. Ademas, tecnologias como las
altas presiones hidrostaticas, el plasma frio y el agua electroactivada se estan investigando
como factor de estrés para incrementar compuestos promotores de la salud en frutas y

hortalizas minimamente procesadas (Denoya et al., 2021).
1.6. La irradiacion de alimentos como tecnologia de preservacion
1.6.1. Definicion

La irradiacion de alimentos es una tecnologia fisica de preservacion totalmente inocua,
aplicada en la forma de radiaciones ionizantes. Se la conoce también como “esterilizacion
en frio”, porque aplicada en dosis adecuadas, se logra la inactivacion de microorganismos
(incluyendo esporas) que pueden proliferar en el alimento durante el almacenamiento a
temperatura ambiente, sin transferencia de calor al mismo (Barkai-Golan & Follett,

2017).

Esta tecnologia consiste en la exposicion de los alimentos a la energia emitida por una
fuente de radiacion durante un tiempo determinado, de forma tal que el producto absorba
una cantidad controlada de energia por unidad de masa. En una planta industrial de

irradiacion, el control de la dosis absorbida se realiza a través de un Gnico parametro, el
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tiempo de exposicion. Asi, con una sola variable a controlar, el proceso es de alta
confiabilidad y repetibilidad. Una de las principales ventajas es que esta tecnologia no
produce efluentes industriales. Los productos pueden procesarse en sus envases originales
y, luego del tratamiento, pueden ser utilizados o consumidos sin necesidad de cuarentena

(Bonilla, 2015; Prakash & Ornelas-Paz, 2019).

En cuanto a sus aplicaciones, distintos estudios han comprobado que la irradiacion
produce los siguientes efectos positivos sobre productos alimenticios: desinsectacion y
descontaminacion fingica y microbiana (tanto alterante como patdgena), desparasitacion,
inhibicion de brotes, retraso de la maduracion y senescencia, tendientes a una mayor vida

comercial, y eventualmente, la esterilizacion de alimentos (Mostafavi, 2012).

La irradiacion se ha mostrado muy efectiva para prevenir enfermedades transmisibles al
consumidor al ser capaz de inactivar agentes patogenos potencialmente presentes en el
alimento. Se ha comprobado que, en las dosis consideradas como seguras, la ionizacion
asociada a esta tecnologia no produce modificaciones teratogénicas, mutagénicas,
carcinogénicas, ni tampoco cambios nutricionales significativos (FAO/OMS, 1989). La
irradiacidon representa también una alternativa a la fumigacion, permitiendo reducir o
eliminar el uso de conservantes quimicos, por ejemplo, el bromuro de metilo, una
sustancia prohibida por el protocolo de Montreal (US EPA, 2020). Por otra parte,
constituye un proceso sustentable, amigable con el ambiente, permitiendo obtener
alimentos mas saludables y duraderos, y una mejor conservacion, sin necesidad de
refrigeracion. Ademas, al no utilizarse calor durante el proceso y por la corta duracion del

tratamiento, se consigue un significativo ahorro energético en relacion a otras tecnologias.

Dada su alta eficacia para prolongar la vida util de los alimentos, esta tecnologia permite
minimizar las pérdidas y desperdicios y se espera que la misma represente una
oportunidad para ampliar la oferta exportable de productos con valor agregado a grandes

distancias.

"Los alimentos perecederos representan un alto costo de stock y transporte, pero con

los ionizados se inicia una nueva era" (lonics S.A., 2019).
1.6.2. Reseiia historica, aspectos legales y de seguridad de la irradiacion de alimentos

La irradiacion de alimentos ha sido estudiada de manera muy exhaustiva para poder
garantizar tanto su efectividad como la total ausencia de efectos adversos. A pesar de esto,

la irradiacion como tecnologia de preservacion de alimentos ha generado muchas
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controversias, sobre todo por la percepcion que los consumidores tienen en relacion al
uso de la energia nuclear, y sus hipotéticos efectos sobre el ambiente y la salud. Sin
embargo, tras rigurosos ensayos, los organismos mas prestigiosos de salud autorizaron su
uso, reconociendo a esta tecnologia como un método eficaz y seguro para conservar los
alimentos e incluso extendiendo cada vez mas su aplicacion potencial a distintos tipos de
productos. Asi, la irradiacién de alimentos ha ido ganando paulatinamente mas y mas

adeptos en todo el mundo, a pesar de su controversia inicial (Rodriguez, 2002).

La tecnologia nuclear se comenzo6 a estudiar a partir de 1896, cuando el ingeniero francés
Antoine-Henri Becquerel descubrid sustancias radiactivas que emitian radiaciones
ionizantes como los rayos gamma. Dos afios mas tarde, Pierre y Marie Curie descubren
los primeros elementos radioactivos (radio y polonio), mientras que en 1902 se formulan
las leyes de decaimiento radiactivo por Rutherford y Soddy (Taylor, 2020). A partir de
ahi, comenz6 una intensa actividad cientifica dirigida a estudiar los efectos de las

radiaciones ionizantes sobre sistemas biologicos (Parzanese, 2017).

Los usos iniciales de la radiacion sobre matrices alimenticias datan de 1905, cuando
cientificos britanicos patentaron por primera vez la irradiacion de alimentos como
tecnologia de preservacion. Tres lustros después, en 1921, se aplicaron con éxito en
Estados Unidos radiaciones ionizantes (en particular rayos X) sobre cortes de carne de
cerdo para inactivar el pardsito Trichinella spiralis (responsable de la triquinosis).
Durante toda esa década, se desarrollaron numerosas investigaciones sobre los efectos de
los rayos X aplicados en matrices alimenticias, las que fueron publicadas en diversas
revistas biomédicas. A pesar de los estudios y patentes registrados, los altos costos y
dificultades para disponer de las fuentes de radiacion ionizante impidieron la aplicacion

industrial del proceso (Principe, 2002).

Con el advenimiento de los reactores nucleares y los aceleradores de electrones en los
afos 40’ y 50°, se estimul6 el desarrollo de nuevos proyectos de investigacion en el campo
de la irradiacion de alimentos. En 1954, se iniciaron los primeros estudios en un programa
de investigacion llevado a cabo por la US Office of the Surgeon General de los Estados
Unidos, en el cual se evaluaba la utilizacion potencial de los is6topos radiactivos para
esterilizar y conservar alimentos. El estudio “RALTECH” constituyd uno de los mas
relevantes en cuestiones toxicoldgicas asociadas a la irradiacion o cualquier otra
tecnologia de procesamiento de alimentos. Las conclusiones fueron que, la menor

incidencia de céncer se encontr6 en los grupos de prueba que fueron alimentados con
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dietas irradiadas (IAEA/FAQ, 1985). En 1958, cuando distintos expertos se reunieron en
Ginebra en la “II Conferencia Internacional sobre la Utilizacion de la Energia Atomica
con fines pacificos”, los representantes rusos sorprendieron al mundo comunicando que

en su pais se habia autorizado ya el consumo de papas irradiadas.

En el mundo occidental, el primer uso comercial de la irradiacion de alimentos tuvo lugar
en Stuttgart (Alemania) en 1957, en donde un comerciante de especias comenz6 a irradiar
sus productos a fin de garantizar su calidad higiénica. La operacion de la planta de
irradiacidén no duré mucho, ya que fue clausurada dos afos mas tarde, al igual que algunas
otras plantas de irradiacion que utilizaban el radioisotopo Cobalto-60 (°°Co), y que habian
comenzado a funcionar por aquel entonces. La razdn de estas clausuras fue el alerta de la
Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos sobre la irradiacion de
alimentos, basandose en que cuando se induce un conjunto de cambios quimicos tan
complejos en un producto de composicion también muy compleja, la recombinacion de
radicales y moléculas podria originar compuestos cancerigenos en los alimentos. En esa
época, las técnicas del andlisis quimico no eran tan avanzadas y fue imposible demostrar

la ausencia de esos compuestos y refutar las acusaciones (EFSA, 2011).

El alerta de la FDA supuso un freno de mas de veinte afios para esta tecnologia, y una
alarma que, no por infundada, dejé menos huella. Muchos paises, entre los que se
encuentra Espafa, que habian autorizado el uso de la irradiacion y comenzado
experiencias a nivel de investigacion, dieron marcha atrds con estas acciones. Sin
embargo, no todos los cientificos estaban de acuerdo con la FDA, por lo que, luego de
diversas reuniones internacionales, se lleg6 a la conclusion de que esta tecnologia ofrecia

muchas ventajas, y que no podia ser descartada por declaraciones sin rigor cientifico.

La primera reunidn internacional para estudiar nuevamente este tema tuvo lugar en 1961,
en la ciudad de Bruselas. Esta reunion fue convocada por tres organismos dependientes
de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU): el Organismo de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y el Organismo Internacional de Energia Atémica (IAEA: International Atomic Energy
Agency). En esta reunion, a la que asistieron representantes de 28 paises, se decidio formar
un comité de trabajo con los expertos mas prestigiosos en el tema para estudiar a fondo
la inocuidad de los alimentos irradiados. Naci6 asi el Comité de Expertos en Irradiacion

de Alimentos (JECFI), que coordind acciones y evaluo6 los resultados de la investigacion
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internacional en este tema, que eran cada vez mas confiables, a medida que la quimica

analitica avanzaba tecnoldgicamente.

En 1970, el JECFI, en colaboracion con la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdémicos (OCDE), planed un proyecto de evaluaciéon de alimentos
irradiados, con estudios que se prolongaron a lo largo de diez afos, al final de los cuales
se pudo demostrar que en ninguno de los alimentos irradiados se habian encontrado
residuos toxicos o carcinogénicos. Como culminacion a este trabajo, el JECFI se reunid
en Ginebra en octubre de 1980 donde, basandose en la evaluacion de los estudios
realizados, hizo publico un comunicado en el que concluy6 textualmente que ‘“La
irradiacion de cualquier alimento con una dosis inferior a 10 kGy no presenta ningun
peligro toxicologico, ni tampoco introduce problemas nutricionales o microbiologicos
especiales. Los estudios realizados son tan evidentes que no son necesarias mds
pruebas”. Se realizaron estudios toxicoldgicos, radioquimicos y otros mas complejos,
que demostraron la ausencia de cualquier efecto adverso resultante del suministro de
dietas irradiadas a animales de laboratorio, ganado y pacientes inmunodeprimidos (OMS

1980; FAO/OMS, 1989).

Sobre esta base, el Codex Alimentarius publicd en 1983 la “Norma general para alimentos
irradiados” y el “Codigo internacional de practicas recomendadas para el funcionamiento
de instalaciones de irradiacion para el tratamiento de alimentos” (Codex STAN 106-
1983). La publicacion de este documento tuvo gran influencia sobre otros desarrollos
internacionales, y sirvid de base para la legislacion de muchos paises. En 1986, la FDA
se retractd de sus observaciones anteriores y legaliz6 en Estados Unidos la irradiacion de
alimentos, principalmente en frutas y vegetales (para control fitosanitario), carne de cerdo
(para control de triquinosis), pollos y huevos (para control de salmonelosis). El primer
irradiador comercial de alimentos de esta nueva etapa que utilizo *°Co como fuente de
irradiacion comenz6 a funcionar en Mulberry, cerca de Tampa, Florida, a principios de

1992 (Iturbe Garcia & Lopez Muiioz, 2004).

Etiquetado

Considerando que otras formas de procesamiento de alimentos no son declaradas en el
rotulo, y que los alimentos irradiados no presentan peligros para la salud de los
consumidores, seria logico considerar que los mismos no deberian declarar en el rotulo
que sufrieron un proceso de irradiacion. Sin embargo, dado que los alimentos irradiados

no pueden ser reconocidos por los consumidores por sus atributos fisicos, la tinica forma
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de saber si un alimento ha sido efectivamente sometido a este tipo de tratamiento es
llevando una etiqueta que anuncie claramente esta situacion mediante un simbolo, con
palabras o ambos. El simbolo que se muestra en la Figura 5, denominado “Radura”,
proviene de los términos: RADiation + “durus” (del latin, duradero). Este tiene
reconocimiento internacional para indicar que el producto alimenticio ha sido tratado con
radiacion ionizante. El simbolo fue ideado en 1972 por el Dr. Ulmann, quién era en su
momento director de la Planta Piloto de Irradiacion de Alimentos de Holanda (Principe,
2002). Su imagen grafica representa un producto agricola en su interior, envuelto en un
envase cerrado (circulo) pero con roturas, simbolizando la penetracion de los rayos

ionizantes (Ulmann, 1972).

Las legislaciones de la mayoria de los paises que tienen aprobada esta tecnologia,
requieren que los alimentos irradiados estén rotulados como tales. El Codex Alimentarius
establece que sea obligatoria la leyenda “Alimento irradiado” o “Tratado con Energia
Ionizante” y la inclusion del logotipo internacional “Radura” en todos aquellos productos
en el que sus componentes irradiados excedan el 10% del peso total, y se expendan

envasados para el consumo directo.

".~\

Fig. 5: Radura, simbolo reconocido internacionalmente para alimentos irradiados.

1.6.3. Contexto mundial y contexto argentino

En total, mas de 60 paises han aprobado el uso de la irradiacion para el procesado o la
conservacion de mas de 40 alimentos, tanto de origen animal como vegetal. Entre estos
paises, se destacan China, Indonesia, Estados Unidos, Sudafrica, Francia, Espafa,
Hungria, Paises Bajos, Bélgica, Dinamarca, Rusia, Japon, Vietnam, Argentina, Brasil,
Uruguay y México. El interés por esta tecnologia sigue en crecimiento debido a la
creciente demanda del comercio internacional de alimentos irradiados. Alrededor de
700000 t de productos alimenticios son comercializados cada ano (Horak, 2017). En el
continente asidtico, China es el principal pais que irradia sus alimentos (70% de los
alimentos irradiados en Asia), representando el mayor productor y consumidor de
alimentos irradiados. En Indonesia, el cacao, las especias y los vegetales deshidratados
representan mas del 85% de los alimentos irradiados. Japon permite la irradiacion de

papa, mientras que paises europeos (Bélgica, Alemania, Espafia, Francia, Polonia, entre
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otros) permiten la irradiacion de especias, hierbas y vegetales, aunque tales alimentos no
representan mas del 20% del total de alimentos irradiados. En Estados Unidos se permite
la irradiacion de especias, papayas, batatas e importa diversas frutas irradiadas tales como
mangos, mangostanes, lichis, rambutanes, pitahayas, guayabas, limas dulces, pomelos y
pimientos provenientes de India, Tailandia, Vietman y México. Este ltimo pais irradia
principalmente guayabas y chiles para exportacidon, pero también, aunque en menor
cantidad, irradia carambolas, citricos, pomelos, higos, pitayas y pitahayas (Prakash &

Ornelas-Paz, 2019).

En Argentina, las actividades de investigacion y desarrollo relacionadas con el
procesamiento de alimentos con radiaciones ionizantes comenzaron en 1965, en la
Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA), institucion de referencia en la materia
a nivel regional. En los inicios, se realizaron ensayos con trigo (grano y harina), pescado
(sabalo, dorado, pejerrey y merluza) y papa. Con los afios, la lista de alimentos se extendid
notablemente, incluyendo, entre otros, vegetales, pollo, panificados y comidas
preparadas. A lo largo de todos estos afios de investigacion, se pudo comprobar que la
calidad nutricional de los alimentos en general no es afectada significativamente por la
irradiacion (vitaminas, aminoacidos, acidos grasos esenciales, hidratos de carbono y
proteinas). Se aclara ademas que, si bien puede haber una leve pérdida en algunas
vitaminas, esto también ocurre con otras tecnologias de preservacion, como el tratamiento

térmico o la congelacion (CNEA, 2020; Fan, 2013; Finten et al., 2017).

Tomando como referencia estas investigaciones, el Codigo Alimentario Argentino (CAA)
reconoce en 1971, en el Art. 174 del Capitulo III (“De los Productos Alimenticios™), el
tratamiento de alimentos con radiaciones ionizantes. A partir de ese momento, se aprobd
paulatinamente el uso de irradiacion para los siguientes alimentos: papas, ajos, cebollas
y frutillas (1988); especias y condimentos (1990); frutas secas y vegetales deshidratados
(1992); esparragos y champifiones (1994). Ademas, desde el 2003, el pais cuenta con un
conjunto de normas IRAM que regula la irradiacion de alimentos, por ejemplo, la Norma
20301, que refiere a las buenas practicas de manufactura para el proceso de irradiacion
de alimentos destinados para el consumo humano, o la Norma 20304, que especifica los

envases y materiales de envases aptos para alimentos irradiados.

Luego de unos afios, en 2011, se elabor6 a nivel internacional la norma ISO 14470:2011,
que fija los “requerimientos para el desarrollo, validacion y controles de rutina del

proceso de irradiacion mediante el uso de radiaciones ionizantes para el tratamiento de
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alimentos”. Esta norma especifica las condiciones requeridas, tanto para el producto
irradiado como para el proceso de aplicacion. En cuanto al producto, se deben mencionar:
nombre y breve descripcion, el propdsito de su aplicacion, el packaging, y las dosis
minima y méxima requeridas. En relacion al proceso, se deben precisar las condiciones
de almacenamiento (temperatura y estiba) y el rango de dosis (sistema dosimétrico),
ademas de contar con un registro de pardmetros y un sistema de etiquetado (indicadores
sensibles, “radura”, datos de trazabilidad, etc.), (CNEA, 2020). Cabe aclarar que en
nuestro pais esta norma es de aplicacion voluntaria, mientras que es un requisito
obligatorio la licencia de operacion del irradiador, emitida por el ente regulador nacional,
la Autoridad Regulatoria Nuclear (ARN). Posteriormente, la CNEA sigui6 trabajando en
varios proyectos con el fin de extender la lista autorizada de alimentos irradiados, por
“clase de productos” similares en composicion, los cuales fueron presentados a la
Comision Nacional de Alimentos (CONAL). Luego de un largo proceso de andlisis,
consulta publica y aprobacion por parte de los representantes del entonces Ministerio de
Agroindustria y el Ministerio de Salud, la medida fue finalmente publicada en el Boletin
Oficial, modificandose en consecuencia el CAA con el agregado del nuevo listado. En
octubre de 2017 entrd en vigencia la ultima actualizacion, la cual promueve la aplicacion
de irradiacion, extendiendo la misma a distintos tipos de productos: carnes (bovina,
porcina, aviar, caprina, pescados y mariscos) y sus derivados frescos o congelados,
especias, hierbas y té, cereales y sus harinas, legumbres, semillas, hongos de cultivo,
bulbos, tubérculos, raices, frutas y hortalizas frescas (Clase 2 de la Resolucion) y
deshidratadas. Dicho articulo establece el limite méximo de dosis a aplicar segin el
objetivo de la irradiacion. La Tabla 2 ejemplifica los propdsitos y limites maximos para
la clase 2, de interés para el presente trabajo de tesis (CAA, Articulo 174 — Resolucion

Conjunta SPRel y SAV N° 13-E/2017).

Tabla 2: Clase 2 (Frutas y Vegetales frescos), Art. 174 del Capitulo IIT del Cédigo Alimentario
Argentino vigente.

Clase de Alimentos y Propdsito de la Irradiacion | Limite maximo (kGy)

CLASE 2 - FRUTAS Y VEGETALES FRESCOS

Propositos:
a) Retrasar la maduracion 1,0
b) Desinfestacion de insectos 1,0
¢) Control de microorganismos alterantes 2,5
d) Control cuarentenario 1,0
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Recientemente, durante junio del 2023, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) aprobo, bajo la Resolucion 495/2023, las condiciones
minimas para la aplicacion de tratamientos con energia ionizante (irradiacioén) con fines
fitosanitarios, definiendo a los “articulos reglamentados” para dichos fines a cualquier
planta, producto vegetal, lugar de almacenamiento, de empacado, medio de transporte,
contenedor, suelo y cualquier otro organismo, objeto o material capaz de albergar o
dispersar plagas, que se considere que debe estar sujeto a medidas fitosanitarias, en

particular en el transporte internacional (SENASA, 2023).

Debe destacarse nuevamente que los tratamientos de alimentos con radiacidon ionizante
no representan ningln peligro para la salud, aunque para la autorizacién de los mismos,
debe probarse la existencia de una necesidad tecnoldgica razonable, y no deben utilizarse
bajo ningun concepto como reemplazo de los buenos habitos higiénico-sanitarios
incluidos en las buenas practicas de manufactura (BPM) o de agricultura (BPA), ni

tampoco para reducir niveles inaceptablemente altos de contaminacion microbiana

(CNEA, 2020).
Equipamiento nacional

En Argentina, la implementacion y difusion de esta tecnologia resultaria particularmente
beneficiosa por las capacidades existentes. Por un lado, se cuenta con la extensa
trayectoria en investigacion, desarrollo e innovaciéon de CNEA. Por el otro, se tiene la
gran ventaja competitiva de contar con produccion nacional de ®°Co, una de las fuentes
de emision de radiaciones ionizantes autorizadas para ser aplicadas sobre alimentos, lo
que significa que el principal insumo requerido para el proceso de irradiacidon proviene
de la industria nacional. La obtencion de este radioisétopo se realiza desde 1983 en la
Central Nuclear de Embalse, Cordoba. La importante produccion y el limitado uso que se
hace de esta fuente de energia en el pais hacen que Argentina sea actualmente uno de los
principales exportadores mundiales de %°Co. Desde 1997, la Central Nuclear, antes
netamente estatal, pasé a manos de la empresa Dioxitek S.A., sociedad privada-estatal

argentina (ALATI, 2014).

Argentina cuenta actualmente con dos plantas de irradiacion de alimentos que utilizan
%°Co como fuente de energia. La mas antigua es la Planta de Irradiacion Semi-Industrial
(PISI), que fue disefiada por profesionales de CNEA y funciona desde 1970 en el Centro

Atémico Ezeiza (CAE), localizado en Ezeiza, Buenos Aires. La otra planta industrial de
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irradiacion de alimentos a nivel comercial pertenece a IONICS S.A., empresa privada que
opera desde el ano 1989 y esta instalada en Talar de Pacheco, Buenos Aires. Es importante
destacar que la tecnologia empleada para el disefio y puesta en marcha de esta planta es

también de desarrollo nacional.

El total de alimentos irradiados por ambas instalaciones alcanza aproximadamente las
4000 t por afio (ALATI, 2020). De ese total, la mayor parte corresponde a especias que
se utilizan en otros alimentos como aditivos (por ejemplo, en elaboracion de chacinados
y aderezos). Otros alimentos que se irradian son en su mayoria productos deshidratados,
como cacao en polvo, suero bovino desecado, huevo deshidratado, extracto de carne,

polen, harina de soja, harina de legumbres, entre otros.
1.6.4. Fuentes de radiacion permitidas e Instalaciones

Los tipos de radiacion que se aplican en alimentos son las llamadas radiaciones
ionizantes, porque son capaces de convertir 4tomos y moléculas en iones, pudiendo
también producir indirectamente radicales libres por rotura de los enlaces entre 4&tomos.
Este efecto combinado de ionizacion y radiolisis se debe a la interaccion de la radiacion
con los electrones de la corteza de los atomos. No todos los tipos de radiacion ionizante
son apropiados para la irradiacion de alimentos. Es necesario, ademas, que la radiacion
penetre en el alimento lo suficiente para llevar su accion al punto deseado. Los siguientes
tipos de radiaciones ionizantes pueden ser usados para la irradiacién de alimentos (CAA,

Articulo 174; FAO/OMS, 1989):

— La radiacion gamma, procedente de la desintegracion de radionucleidos, como

pueden ser el Cobalto-60 (°°Co) y el Cesio-137 (*Cs).
— Rayos X, generados por maquinas que operan a un nivel de energia de hasta 5 MeV.
— Electrones acelerados o haces de electrones provenientes de generadores que operan
a un nivel de energia de hasta 10 MeV.
Como en cualquier instalacion industrial, es requisito esencial que el proceso sea viable
econémicamente, permitiendo la competitividad del producto en el mercado.

Los is6topos radiactivos emiten radiacion gamma como consecuencia de su
desintegracion, por lo tanto, su accion irradiante no puede detenerse a voluntad. Las otras

fuentes pueden desconectarse y conectarse a la red eléctrica segin se considere oportuno
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y, cuando se desconectan, dejan de ser radiactivos, lo cual representa una ventaja

operativa.

Hoy en dia, hay dos fuentes de irradiaciéon que cumplen el requisito de permitir una
produccion econdmica: los isétopos radiactivos artificiales y los aparatos generadores de
electrones acelerados. Sin embargo, estos ultimos tienen una penetracion limitada, util en
los casos que se requiera irradiar productos en cajas individuales. Los aparatos de rayos
X, que podrian obviar esta limitacion, tienen el inconveniente de ser muy costosos, porque
la conversion de la electricidad en rayos X es un proceso de escaso rendimiento, al menos
en los modelos que se han probado para irradiar alimentos, y que son una adaptacion de

los tradicionalmente empleados en la radiografia médica (IAEA, 2007).

A continuacion, se resumen las caracteristicas de los tipos de radiacion utilizados en
alimentos respecto al poder de penetracion en la materia, la capacidad de produccion y la

eficiencia del proceso (Tabla 3):

Tabla 3: Caracteristicas de los tipos de radiacion utilizados en alimentos (Ionics, 2019).

H d
Caracteristicas Gamma Rayos X aces €e
electrones
Produccion t/hora Media Media/Baja Alta
Poder de penetracion Alta Alta Muy baja
Eficiencia Alta Baja Alta
Rendimiento Bajo Alto
Fuente Isotopo radioactivo Energia y sistemas de refrigeracion
Emision Continua ON/OFF
RadIOIS.Ot(.)pO con SI NO
decaimiento
Mantenimient .
an emm}e’n oy Complejo
operacion

Fuentes de rayos gamma

La radiacion o fotones gamma (y) esta constituida por paquetes de ondas
electromagnéticas que se mueven a la velocidad de la luz. En el espectro de radiacion
electromagnética (Fig. 6), se situa en la zona de altas frecuencias y energias. La radiacion
vy es, por lo tanto, de naturaleza ondulatoria, carente de masa y de carga, semejante a la

luz ordinaria, pero con menor longitud de onda (Fan, 2013; Rodriguez, 2002).
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Fig. 6: Espectro electromagnético

Como fuera mencionado, los dos radionucleidos artificiales con que se fabrican las
fuentes isotopicas de radiacion y son el ®Co y el *’Cs. Los isotopos radiactivos se
caracterizan por su vida media y la energia de los fotones gamma que emiten,
definiéndose a la vida media como el tiempo que tarda la radiactividad de un is6topo en

reducirse a la mitad.

En este sentido, el ®°Co tiene una vida media de 5,27 afios y, por decaimiento
(desintegracion ), se transforma en Niquel-60, isotopo estable, emitiendo en cada
desintegracion, 2 fotones y (1,17 MeV y 1,33 MeV) y radiacion 3 de 0,31 MeV (Fig. 7).
El ®°Co se obtiene exponiendo cilindros delgados del isétopo natural estable >°Co, que es
un metal abundante en la naturaleza, al bombardeo de neutrones (activacion neutronica)
en un reactor nuclear especialmente disefiado para la produccion de iso6topos radiactivos.
Una vez activado, el cobalto, que sigue en forma metélica insoluble, se introduce en
capsulas de acero inoxidable AISI 316L (apto para alimentos), que se cierran
herméticamente por soldadura. Se las conoce con el nombre de agujas de cobalto y las
dimensiones estandar de la aguja son de aproximadamente 450 mm de largo y 10 mm de
didmetro (Fig. 8). Esta forma limita la autoabsorcion de la radiacion y por el material de
la propia fuente al 5%. La radiacion B queda detenida, y las agujas se acoplan una sobre

otra (Taylor, 2020).

Por su parte, el *’Cs tiene una vida media de 30,17 aflos y decae en el Bario-137, isdtopo
estable, emitiendo en cada desintegracion un fotén y de 0,66 MeV y radiacion B de
0,51 MeV (Fig. 7). El ¥’Cs es un producto de la fisién de combustibles nucleares, tal
como el uranio, por lo que su obtencion estd ligada al reproceso de los combustibles
nucleares gastados, lo cual es una operacion muy laboriosa. Este isdtopo también se

encapsula, como en el caso del ®°Co, pero por su solubilidad en agua y facilidad de
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dispersion, se exige una encapsulacion doble o triple y el espesor resultante da lugar a
una autoabsorcion de la radiacion y del 30%. Esto, unido a la menor energia de la
radiacién que emite, ha llevado a que la mayoria de las instalaciones de irradiacion de

alimentos utilicen fuentes de ®°Co, a pesar de la mayor vida media del '*’Cs (IAEA, 2007).

#Co (T= 5,27 aflos) W Cs (T= 30,17 aiios)

B~ 0313 MeV B~ 0.514 MeV
(99,8%) (94,6%)

137mBa (T=2,6 min)

B~ 1,486 MeV

(0,2%) B™ 1,176 MeV
y 1173 MeV (5,4%) y 0,66 MeV
(99.8%) (83%)
“"Ba (estable)
Yy 1,333 MeV
(100%)
SN (estable)

Fig. 7: Esquemas de desintegracion simplificados de ®°Co y '*7Cs (IAEA, 2007).
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Fig. 8: Fuentes selladas de ®*Co producidas y comercializadas por Dioxitek S.A., Argentina. Dimensiones
del modelo FIS 6003, uso industrial, apto alimentos (Dioxitek S.A.).

Instalaciones

El proceso general de la irradiacion consiste en exponer al alimento a una fuente radiante
por un tiempo determinado, obteniendo asi el producto tratado (Fig. 9). Para el caso de la
irradiacion gamma con fuente de ®°Co, los alimentos se colocan en la zona de carga en
los contenedores que forman parte del sistema de transporte. Luego, mediante control
remoto y, desde una consola exterior, se eleva la fuente conteniendo las agujas de *°Co
dispuestas en bastidores, mientras que los contenedores se desplazan lentamente a su

alrededor a un ritmo controlado, para que absorban la cantidad de radiacion calculada
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oportunamente. Los alimentos entran y salen de la cdmara de irradiacion a través de un
laberinto (Fig. 10), de manera tal que las ondas electromagnéticas incidan sobre el
blindado desde distintas direcciones. Estos cambios de direccion permiten homogeneizar
la dosis. Finalmente, los contenedores con los alimentos ya tratados salen a la zona de
descarga, desde donde son almacenados en depositos, y luego se distribuyen para su

consumo u otro destino intermedio.

El mecanismo de transporte puede ser una cinta sinfin, un monocarril con plataforma, o
sistemas de cambio de direccion. Los accesos auxiliares, mirillas, tubos de ventilacion y
cableado que atraviesan el hormigon, tienen un perfil en escalera, para evitar que la
radiacion encuentre caminos sin blindaje. Desde la consola exterior, se accionan la subida
o bajada de la fuente y los mecanismos de transporte, regulando ademas su velocidad. Se
realiza un mapeo de dosis previo (evaluando dosis minima y maxima), mientras que la
cantidad de dosis que recibe el alimento se determina a través del tiempo de exposicion
del producto a la radiacion, dependiendo de la masa, densidad y el espesor del alimento.
Por normativa, el sistema de control de tiempos del irradiador debe ser calibrado

periodicamente (ISO 14470, 2011).

ALIMENTO
ALIMENTO IRRADIADOR
NO TRATADO
TRATADO
BLINDAJE
RECINTO DE IRRADIACION
SISTEMA DE TRANSPORTE
SALA DE CONTROL (tiempo)

MAPEO DE DOSIS (minima y méaxima)

Fig. 9: Esquema general del proceso de irradiacion de alimentos.

Fuente radiactiva

N

d

i
=]

" T

Fig. 10: Tipos de laberinto de acceso a la camara de irradiacion.

El disefio conceptual de una planta de irradiacion se muestra en la Figura 11. Para impedir

la exposicion del personal de operacion a la radiacidon, debe disponerse de un recinto

31



Introduccion — Analia Colletti

blindado. Generalmente, se utiliza hormigén como blindaje radiobiolégico, dado que el
mismo provee solidez al conjunto. La unidad derivada de la dosis de radiacion ionizante
en el Sistema Internacional (SI), que mide el efecto que produce sobre la salud los niveles
de radiacion ionizante en el cuerpo humano, es el Sievert (Sv). De acuerdo con la
normativa de proteccion radiologica, la dosis maxima admisible para el personal es de
50 mSv/afio (ARN, 2019), por lo que el espesor del blindaje suele estar entre 1,5 y 2 m
para asegurar que la tasa de radiacion en la pared externa del blindaje sea inferior a esta

dosis maxima.

Si la fuente radiactiva es un radionucleido, la radiacion se produce continuamente, por lo
que es necesario tener otro recinto blindado en donde guardar la fuente cuando sea
necesaria la entrada del personal para labores de mantenimiento. En la mayoria de los
irradiadores, se construye un pozo profundo que se conoce como “piscina”, en donde se
sumerge la fuente radiactiva en agua (Fig. 11 (6) y Fig. 12). El resplandor azul que se
produce en el agua del irradiador se debe al “efecto Cherenkov”, causado por particulas
muy energéticas que viajan en el agua a velocidades mayores a la de la luz. La velocidad

de la luz depende del medio, y alcanza su valor maximo en el vacio (IAEA, 2022).

Fig. 11: Disefio conceptual de una planta de irradiacion isotopica (seccion vertical). Referencias:

(1) nave, (2) recinto blindado, (3) camara de irradiacion, (4) laberinto, (5) acceso de intervencion, (6)
piscina, (7) fuente radiactiva, (8) elevador de la fuente radiactiva, (9) ventana de vidrio denso, (10) tren de
arrastre de los contenedores, (11) contenedores, (12) consola de control, (13) puertas de acceso a la nave a

través de la esclusa, (14) esclusa, (15) entrada del sistema de ventilacion, (16) extractores, (17) filtros,

(18) salida del sistema de ventilacion en cascada de depresiones: P > P> P, (Rodriguez, 2002).

Fig. 12: Piscina para sumergir y almacenar la fuente radiactiva. Visualizacion del efecto Cherenkov.
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A continuacioén, se presentan a modo de ejemplo imagenes de la planta Ionics S.A.
(Argentina), en donde se visualizan: la sala de comando, el sistema de transporte, la sala
de irradiacion, junto a la cdmara de irradiacion, las fuentes de ®°Co, la salida del material

irradiado y el depdsito de los productos terminados (Fig. 13, 14, 15).

Fig. 13: Vistas panoramicas de la sala de comando, el sistema de transporte y el bunker de irradiacion de
la Unidad Radiante 2 de Ionics.

Fig. 15: Salida de materiales irradiados de la Unidad Radiante 1 de Ionics y depdsito (Ionics, S.A.).

1.6.5. Dosimetria

La intensidad del tratamiento a aplicar al alimento se determina en funcion de la dosis de
radiacion, definida como la cantidad de energia absorbida por la materia durante la
exposicion. Desde 1988, en el SI, la unidad de dosis es el Gray (Gy). Un gray representa
un Joule (J) de energia absorbido por kilogramo de producto irradiado (Ecuacion 1).
Anteriormente, se utilizaba la unidad RAD (Radiation Absorbed Dose), siendo la

conversion de: 1 Gy = 100 RAD.
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Dosis = Energia / Masa Ecuacion (1)
Dosis = [Joule] / [Kg] = [Gy]

Las dosis para la irradiacion de alimentos se clasifican generalmente en bajas (< 1 kGy),
medias (1 — 10 kGy) y altas (> 10 kGy), (FAO/OMS, 1989). Como se menciono en la
seccion 1.6.2., la comision del Codex Alimentarius recomienda que la cantidad méxima
de energia o dosis de radiaciones ionizantes sea de 10 kGy, valor que adopta también el
CAA para definir la dosis méxima permitida. Si se hiciera una comparacion con la energia
térmica, a 10 kGy la energia absorbida equivaldria a la necesaria para aumentar la
temperatura de 1 g de agua en 2,4 °C (Loaharanu & Murrell, 1994). Esto se calcul6 en
base a que 10 kGy de energia ionizante equivalen a 10 J/g de energia térmica, siendo el
calor especifico del agua aproximadamente 4,2 J/g °C. Normalmente, la cantidad de
energia utilizada en la irradiacién de alimentos para conseguir los fines tecnoldgicos
deseados es extremadamente baja, en el rango de 0,1 a 1,0 kGy, que equivaldria a la
energia térmica capaz de elevar la temperatura de 1 g de agua en 0,024 °C o 0,24 °C
respectivamente. En consecuencia, este tipo de irradiacion puede considerarse en el area
de los alimentos como una tecnologia “fria” o no térmica de preservacion, permaneciendo

los productos luego del tratamiento en un estado similar al fresco.

Durante el proceso de irradiacion, se realiza un mapeo de dosis previo, para la medicion
de la distribucién y variacion espacial de la dosis en el material irradiado en condiciones
especificas. Ademas, se debe definir un rango de proceso con una dosis minima y maxima
tolerables por el producto, en funcion de la dosis requerida por el cliente. De esta forma,
la dosis absorbida minima es la dosis establecida en la especificacion del proceso de
irradiacion como la menor dosis capaz de lograr el efecto técnico deseado, por lo que, si
el tratamiento estuviera incluido en un plan de andlisis de peligros y puntos criticos de

control (conocido como HACCP), representaria un punto critico de control (PCC).

Por su parte, la dosis maxima es aquella que representa un limite con la que el objetivo
de la irradiacion se logra sin deterioro en la calidad del producto, lo que no se podria
garantizar a dosis mas elevadas (Fig. 16). Por lo tanto, se suele calcular el pardmetro de
Uniformidad de dosis como la relacion entre la dosis méxima y minima recibidas

(Ecuacion 2).
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| Dosis minima

Objetivo no logrado l Objetivo logrado
| subproceso Rango de proceso Sobreproceso Dosis
N
Calidad aceptable Calidad modificada

| Dosis maxima |

Fig. 16: Definicion de rango de proceso, dosis minima y dosis maxima, segin objetivo de irradiacion en
el producto alimenticio.

, , . Dosis maxima recibida
Uniformidad de dosis =

- - — Ecuacion (2
Dosis minima recibida ( )

De esta manera, durante el proceso de irradiacion, el producto recibe un gradiente de dosis
uniforme a través de ambas caras, en el plano de proyeccion horizontal de la caja o pallet
de producto expuestas a la fuente de rayos gamma, dado que el sistema de transporte rota

(Fig. 17). La amplitud de dosis aumentara a mayor tamafio o densidad del material tratado.

En funcion de lo explicado la eficiencia 6ptima se alcanzaria cuando se hayan establecido
correctamente el rango de dosis, la absorcion de la energia a través del espesor del

producto y el sistema de transporte para evitar sobre o subexposicion.

Fuente de placa

Movimiento del Movimiento del
trznsponad/o/ transpom‘y .

PRIMERA SEGUNDA
PASADA (a) PASADA (b)

Dain D Dimax Drmin

Fig. 17: Distribucion tipica de la dosis durante el proceso de irradiacion. Dmin: Dosis minima; Dmsx: Dosis
maxima. Fuente: Manual de buenas practicas para la irradiacion de alimentos. Coleccion de Informes
Técnicos n°481, IAEA, 2017.

La correcta medicion y el consecuente control de la dosis de radiacion absorbida por un
alimento es un aspecto importante para asegurar su calidad y el cumplimiento de las
regulaciones vigentes. Para la aplicaciéon de los tratamientos de irradiacion a nivel
industrial, la autoridad competente exige que se disponga de controles que aseguren que

los productos no hayan recibido mas radiacion que la autorizada. Para esto, se utilizan
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dosimetros de control, que son pequefios dispositivos que se colocan a determinada
distancia del alimento, o bien entre las cajas, si se trata de alimentos empaquetados. Los
dosimetros pueden ser de tres tipos: liquidos, solidos o calorimétricos. La eleccion de
estos depende del tipo de radiacion, del producto irradiado y del disefio del irradiador. En
particular, los dosimetros s6lidos son los mas usados. En estas sustancias, la radiacion
induce la formacion de radicales libres estables, que pueden ser cuantificados por
espectroscopia de resonancia magnética. Los dosimetros so6lidos mas comunes en el
mercado se producen a partir de peliculas finas de metacrilato de polimetilmetacrilato
(PMMA), triacetato de celulosa y alanina, y se preparan en forma de varillas flexibles o
de finas peliculas que pueden cortarse de la forma mas conveniente. El de alanina esta
avalado por normas ISO (ISO/ASTM 51607:2004 “Practice for the use of the alanine-

EPR dosimetry system”) y es el que se utilizé en el presente trabajo de tesis.

1.6.6. Efectos de la irradiacion sobre el agua, los microorganismos y los componentes

de los alimentos
1.6.6.1. Generalidades

La radiacion ionizante involucra procesos fisicos, quimicos y bioldgicos sobre la materia,
de forma directa e indirecta (Fig. 18). Las radiaciones interaccionan con compuestos
organicos e inorganicos, generando excitaciones e ionizaciones electronicas,
constituyendo estas ultimas el efecto preponderante cuando se aplican radiaciones
ionizantes sobre la materia. De este modo, las radiaciones pueden quitar electrones de
atomos o moléculas, las que quedardn con carga (ionizadas). Estas especies quimicas
suelen ser inestables, y logran reaccionar rédpidamente con sus moléculas vecinas,
excitdndolas, recombindndose o produciendo fragmentaciones y reacciones
exponenciales en cadena (Chiossi, 2019). Los cambios quimicos generados pueden
afectar a los componentes de los alimentos, asi como a los atomos y moléculas que
componen a las células de los organismos que estan presentes. Por lo tanto, existen
consecuencias bioldgicas a nivel de la actividad y la funcionalidad celular. Cabe aclarar
que, a las dosis maximas permitidas segiin las legislaciones nacionales e internaciones,
no hay ruptura de enlaces covalentes en las estructuras principales de los componentes
(ALATI, 2020). Ademas, los nicleos atdmicos de los componentes mayoritarios de los
alimentos (tales como 'H, '*N, '2C, '%0) son estables, por lo cual, no se origina ningan
tipo de reaccion nuclear radiactiva (Calzada & Cerecetto, 2019; Pachado, 2020). Para que

exista dicho fendmeno, tomando de ejemplo al carbono, deberia originarse el isdtopo
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radiactivo del carbono (carbono-14 o *C), y esto solo sucede a muy altas energias, como

las generadas por rayos cosmicos de forma natural o por activacidon neutrénica de forma

artificial (Libby, 1968).

eInvolucra la interaccion de la radiacion con la materia,
. produciendo excitacion e ionizacion en moléculas de

PROCESO FISICO agua y en compuestos organicos e inorganicos

* Estabilidad: 1016 — 10-14 s

» Las especies ionicas formadas en el proceso fisico,
reaccionan en cadena con las moléculas vecinas. Su

PROCESO QUﬁV[ICO alcance depende si las especies pueden difundir en el

medio.
« Bstabilidad: 1012 — 107 s

* Involucra los cambios quimicos producidos en los
componentes celulares, pueden tener consecuencias en
la actividad y la funcion celular

Fig. 18: Procesos fisicos, quimicos y biologicos involucrados durante la interaccion de la radiacion
ionizante sobre la materia organica e inorganica.

1.6.6.2. Radidlisis del agua

Las radiaciones ionizantes son capaces de originar una amplia serie de cambios quimicos
en la materia irradiada a través de los efectos directos e indirectos. En los efectos
indirectos, el agua juega un rol de gran importancia, ya que, ademas de su capacidad
generadora de iones y radicales libres -especies reactivas del oxigeno (ROS)- a través de
procesos de ionizacidn y radiolisis, constituye en promedio el 80% de la materia celular,
y, por tanto, es un constituyente relevante de los alimentos (en el caso del durazno el agua
constituye casi el 90% de su composicion, segun se detalla en la Tabla 1). Es sabido que
los iones y radicales libres provocan multiples reacciones entre si o con el sustrato. En el
caso del agua pura, la exposicion a radiaciones ionizantes desencadena los siguientes

procesos quimicos:

H,0O ﬂ, (H20)+ +e¢ —» H" +OHe + ¢ Reaccion (1)

De esta forma, se generan radicales hidroxilos (el punto indica el electron desapareado),
hidrogeniones y electrones secundarios (reaccion 1). En una segunda etapa, se generan
radicales hidrogeno nacientes, de gran poder reductor, asi como iones hidroxilo (reaccion

2).

e+ H.O0O —» H,OO —» He + OH" Reaccion (2)
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Ademés, la radiacion provoca en la molécula de agua las siguientes reacciones:

H,0 —1a9d, (H0) —» H+ OH Reaccion (3)
OHe + OHe —» H;0» Reaccion (4)
H,O2+ OHe —» H>O +HOze Reaccion (5)

En la reaccion 3, el asterisco indica excitacion disociativa, es decir, electrones de valencia
excitados, que pueden acabar produciendo la disociacion del enlace (reaccion 4), lo cual
resulta en la formacién de peroxido de hidrégeno, cominmente conocido como agua
oxigenada, de fuerte poder oxidante. El peroxido de hidrogeno sigue reaccionando con
los radicales hidroxilos, para formar el radical hidroperoxilo, de naturaleza oxidante mas

enérgica (reaccion 5).

De esta manera, se generan radicales y compuestos muy reactivos, aunque su vida media
es muy corta (nanosegundos), (ALATI, 2020). En el caso de la irradiacion de alimentos,
los radicales libres y los compuestos formados a partir del agua tienen el tiempo suficiente
para combinarse con otros componentes mediante reacciones de oxidacion, adicion y
reduccidn, iniciando una serie de reacciones competitivas que dan lugar a cambios en los
compuestos existentes, asi como a la aparicion de nuevos compuestos por recombinacion

de radicales.

En cuanto a los efectos directos, debe considerarse que la radiacion puede actuar también
directamente sobre los nutrientes de los alimentos, ionizdndolos y rompiendo las
moléculas, lo cual da lugar, como en el caso del agua, a radicales que se pueden combinar

en forma distinta a la original.

Los compuestos que experimentan los cambios mas significativos son las proteinas

(incluyendo las enzimas), los carbohidratos, los lipidos y las vitaminas.

Otro factor que influye sobre la magnitud del efecto de la radiacion es la presencia o
ausencia de oxigeno durante la irradiacion, dado que los agentes reductores formados por
la radidlisis del agua pueden reaccionar con este compuesto, dando lugar a la formacioén
de peroxido de hidrégeno (reaccion 4). La cantidad generada de este peroxido altamente
reactivo durante la irradiacion depende de la concentracion de oxigeno. En este sentido,
el envasado en atmosferas modificadas puede ser tutil para limitar el contenido y

disponibilidad de oxigeno (Barkai-Golan & Follett, 2017; Shafiur, 2007).
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1.6.6.3. Efecto de la irradiacion sobre los microorganismos

Las radiaciones ionizantes afectan a los microorganismos (bacterias, levaduras y mohos)
causandoles dafios en el material genético de la célula y previniendo de manera efectiva
la realizacidn de los procesos bioldgicos necesarios para su existencia y desarrollo (Cap
et al., 2021; Murano, 1995). Al aplicar un tratamiento para tal fin, es necesario, por otra
parte, conocer la estabilidad de los componentes de los alimentos para garantizar su

funcionalidad y seguridad.

Al igual que lo explicado anteriormente para los alimentos, cuando la radiacion ionizante
es absorbida por cualquier material bioldgico, se producen efectos directos e indirectos
(Fig. 19). En el primer caso, la radiacion interacciona con el material genético y otros
elementos celulares como proteinas y membranas, que son esenciales para la
supervivencia de los organismos. En el material genético se producen rupturas de los
enlaces puente hidrégeno en las uniones intercatenarias de las bases nitrogenadas que
componen las moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN), por
lo que el dafio puede incluso causar la muerte de la célula, evitando su reproduccion
(Diehl, 2013). Este tipo de efecto predomina cuando se irradian microorganismos

esporulados, con muy bajo contenido de agua.

Por otro lado, hay también un efecto indirecto, ya que la radiacion interacciona con otros
atomos y moléculas de la célula, entre ellos el agua, dando lugar a reacciones complejas,
generandose también radicales libres, capaces de difundir hasta danar los &cidos
nucleicos. Este efecto es importante para las formas vegetativas de los microorganismos,

cuyo citoplasma contiene alrededor de un 80% de agua (IAEA, 2007).

Efecto indirecto

H0* + &S| H 0«
L7 {

Fig. 19: Efectos directos e indirectos producidos por la interaccion de la radiacion ionizante sobre los
acidos nucleicos.

Si bien la irradiacion puede daiar, como se menciono, a estructuras como la membrana

celular e inactivar enzimas, con la consecuente alteracion de la actividad metabolica, el
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principal blanco de este tipo de tratamiento es el ADN (Loaharanu & Hallman, 2017).
Asi, se considera que una dosis de 0,1 kGy dafia el 2,8% del ADN en células bacterianas,
mientras que so6lo afecta al 0,14% de las enzimas y al 0,005% de los aminoéacidos
(Rodriguez, 2002). De esta manera, se explica el hecho de que la radiacion ionizante tenga
un efecto letal sobre los microorganismos, sin causar cambios importantes en la

composicion quimica de los alimentos.

Al igual que para el caso de la destruccion térmica de microorganismos, en los
tratamientos de irradiacion se pueden también definir parametros de inactivacion, entre
ellos la denominada dosis de reduccion decimal “D;o”, que es la que se requiere para
destruir el 90% de la poblacion microbiana, es decir, para reducir la poblacion microbiana
al 10% de la original. Si Ny es el nimero inicial de microorganismos presentes y N el
numero que permanece después de una irradiacion con una dosis D, la relacion entre ellos

es de orden logaritmico, seglin la ecuacion 3:

N 1
log— = -D— Ecuacion (3
gNo Dio ®)

Es importante mencionar que la sensibilidad ante la radiacion ionizante varia seglin la
clase de microorganismo. A su vez, dentro de una misma clase, cada especie presenta un
Dio diferente, cuyo valor se determina graficamente mediante experimentacion, y/o se
puede obtener de bibliografia. Por ejemplo, las levaduras y los mohos son afectados en
general por dosis de radiacion menores a la de las bacterias y, dentro de este grupo, las
levaduras son mas resistentes que los mohos. Dentro de las bacterias, algunos géneros
son mas resistentes que otros (Murano, 1995). Por su parte, las esporas bacterianas son
mas resistentes que sus respectivas células vegetativas, en un factor de aproximadamente
entre 5 y 15 (Barkai-Golan & Follett, 2017; Woese, 1959). El orden creciente de la

resistencia de los microorganismos a la irradiacion es el siguiente:
Mohos < Levaduras < Bacterias < Esporas bacterianas < Virus
1.6.6.4. Efecto de la irradiacion sobre las proteinas

Las proteinas estdn compuestas por cadenas de aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos, por lo que el estudio del efecto de la radiacién sobre estas unidades
componentes puede proveer informacion valiosa para entender los cambios inducidos en
las moléculas de proteinas (Fernandes et al., 2017; Gebicki & Nauser, 2022; Urbain,
1977). La estructura primaria de las proteinas no es afectada por la radiacion, dado que

los enlaces covalentes no sufren modificaciones a energias menores de 15 MeV. Sin
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embargo, la radiacion puede modificar la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de
las proteinas, respecto a la disposicion espacial de la cadena y configuracion
tridimensional. Las uniones fisicas débiles, del tipo puente hidrogeno o electrostaticas
pueden suftir rupturas, lo que repercutird en la agregacion y desnaturalizacion de las
proteinas y, por consiguiente, en su funcionalidad. Como ejemplo de esta tltima podemos
nombrar a la capacidad de retencion de agua, la conducta reoldgica, la solubilidad, el
comportamiento electroforético, la actividad de enzimas, y la reactividad inmunolégica

(Delincée, 1983; Shafiur, 2007).

Con respecto a las enzimas, éstas presentan una resistencia a la inactivacion
considerablemente mayor que los microorganismos. En general, se puede decir que la
inactivacion completa de las enzimas requiere una dosis 5 a 10 veces mayor a la requerida
para la de los microorganismos (Graham, 1980; Rodacka et al., 2016; Vojisavljevic et al.,
2010). A pesar de esta resistencia, es posible, a dosis bajas (< 1 kGy), reducir la actividad
enzimatica, de forma tal de inhibir procesos de alteracion como el pardeamiento
enzimatico, y de esta forma, extender la vida 1til de las frutas y hortalizas (Kim, 2010).
Otra opcion posible es inactivar las enzimas mediante tratamientos térmicos, antes del

proceso de irradiacion.
1.6.6.5. Efecto de la irradiacion sobre los hidratos de carbono

Los carbohidratos forman parte de la mayoria de los alimentos. Al ser sustancias
cristalinas, son sensibles a la radiacion dependiendo de la dosis. Cuando esta ultima es
baja (< 1 kGy), no suele haber ruptura de monémeros (ej. glucosa, fructosa y galactosa)
(Djaeni, 2018); mientras que a dosis medias (1 — 10 kGy) y altas (> 10 kGy), se pueden
generar productos como Ho, CO», aldehidos, cetonas, acidos y otros carbohidratos (Adam,
1983; Dauphin & Saint-Lebe, 1977; IAEA, 2016). En presencia de agua, las dosis medias
y altas pueden provocar una degradacion oxidativa debido a la accion directa e indirecta
de la radiacion. Por accion indirecta, los carbohidratos son atacados principalmente por
radicales -OH. Estos radicales reaccionan predominantemente con el hidrogeno de los

enlaces C — H, formando H>O (reaccion 6):

\
"OH + H-C-OH ——"C-0H + H0

Reaccion (6)
Abstraccion de hidrogeno
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A su vez, los radicales resultantes reaccionan posteriormente a través de mecanismos de
dimerizacion y deshidratacion, produciendo acidos, cetonas y aldehidos. En presencia de

oxigeno, la irradiacion de hidratos de carbono provoca, ademas, reacciones secundarias.

En cuanto a los oligosacaridos, las dosis medias y altas pueden formar monosacaridos y
productos similares a aquellos obtenidos por la irradiacion de azicares simples. Por su
parte, incluso a dosis bajas, los polisacaridos de alto peso molecular pueden degradarse
debido al clivaje de la unién glicosidica, formandose unidades menores de carbohidratos

como glucosa o maltosa (Shafiur, 2007).

En frutas y hortalizas puede producirse el ablandamiento y la pérdida de textura a través
de la ruptura de los materiales de la pared celular, como las pectinas y celulosas (Cova,
2021). Este ablandamiento puede ser beneficioso, por ejemplo, aumentando el
rendimiento de extraccion de jugo, y/o disminuyendo los tiempos de secado y de coccion

en los productos deshidratados.
1.6.6.6. Efecto de la irradiacion sobre los lipidos

La irradiacion puede generar la liberacion de acidos grasos por ruptura de uniones éster.
Ademas, puede acelerar los procesos normales de auto-oxidacion de las grasas,
produciendo un incremento de off-flavors, particularmente los relacionados con la
rancidez. Estos procesos pueden enlentecerse en un alimento eliminando el oxigeno
mediante el envasado al vacio o en atmosferas modificadas aplicados previos a la
irradiacion (Tomac ef al., 2015). A dosis bajas de radiacion, los lipidos no presentan una
tasa de degradacion importante, por lo que no se observan diferencias en las
determinaciones relacionadas con este tipo de alteracion, como el indice de yodo, la
intensidad del color y olor en distintos alimentos, harinas, cereales y especias (Shafiur,
2007). Sin embargo, para alimentos con alto contenido lipidico, como productos carnicos
o lacteos, se recomienda el uso de generadores de haces de electrones para evitar las

reacciones de oxidacion de las grasas.
1.6.6.7. Efecto de la irradiacion sobre las vitaminas

La estabilidad de las vitaminas frente a la radiacion es importante cuando se analizan los
aspectos nutricionales de los alimentos irradiados. Algunas vitaminas son consideradas
sensibles a la radiacion ionizante (Xue et al., 2019). Si bien un medio complejo como el

que existe en los alimentos reduce su sensibilidad a la radiacion, cabe aclarar que las dosis
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usadas y las condiciones de irradiacion pueden, en gran parte, alterar su estabilidad

(Basson, 1983; Dionisio et al., 2009).

La amplia variedad de estructuras quimicas de las vitaminas determina que el efecto de
la radiacion presenta también una gran variabilidad, dependiente de cada vitamina en
particular. Asi, entre las vitaminas solubles en agua, la vitamina B1 (tiamina) es la mas
sensible. Otra de este grupo, la vitamina C o 4acido ascérbico, también es sensible a la
radiacion, formando, entre otros productos, el dcido dehidroascorbico (Simic, 2018). Sin
embargo, estas vitaminas son bastante estables a la irradiacion a bajas dosis (Narvaiz &
Ladomery, 1999). Otras vitaminas hidrosolubles sensibles a la radiacion son las vitaminas
B2 (riboflavina), B12 (cianocobalamina) y la biotina. Entre las vitaminas liposolubles, la
vitamina E es la mas radiosensible, mientras que la vitamina D es la que presenta una
mayor estabilidad. La vitamina A es también relativamente sensible, debido a que su

actividad disminuye por isomerizacion cis-trans.
1.6.7. Campos de aplicacion

Entre los diversos usos potenciales de la irradiacién en alimentos, las aplicaciones mas
prometedoras son la descontaminacion, la desinfestacion y la conservacion de la calidad
de los productos alimenticios para prolongar su vida util. A continuacion, se detallan

dichas aplicaciones.
1.6.7.1. Desinfeccion y preservacion

La irradiacion gamma es eficaz para desinfectar frutas reduciendo su carga
microbioldgica y prolongando su vida util. Por ejemplo, en uvas de mesa, una dosis de
1,0 kGy demostr6 su eficacia para reducir indculos de Salmonella spp. y Escherichia coli
en mas de un 90% (Jeong et al., 2019). En frutillas, la exposicion a 1,0 kGy fue capaz de
eliminar bacterias patdgenas como FEscherichia coli y Listeria monocytogenes
(reducciones de 4 log UFC/g), garantizando la inocuidad del producto (Mazzotta &
Beuchat, 2017). Otro estudio informd que una dosis de radiacion optimizada de 0,5 kGy
inhibi6 un 40% el crecimiento de Penicillium digitatum en mandarinas, ralentizando la
tasa de descomposicion de la fruta (Zhao et al., 2020). En frutas de carozo como duraznos
y ciruelas, una dosis de irradiacion de 1,5 kGy inactivé bacterias como Escherichia coli
y Salmonella spp. (reduccion de 4 y 4,5 log UFC/g, respectivamente), reduciendo el
riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos (Alam ef al., 2018). Otro estudio

inform6 del uso de la irradiacién (1,0 kGy) como tratamiento de intervencion para
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inactivar Escherichia coli O157:H7 (reduccion de 3 log UFC/g) en jugo de manzana
recién extraido (Fernandes & Prakash, 2020). En arandanos, se utilizé la irradiacion
(1,5 kGy) para reducir los niveles de Salmonella spp. (reduccion de 5 log UFC/g),

garantizando la seguridad de la fruta para el consumo (Sanyal et al., 2016).
1.6.7.2. Control de insectos y plagas

La irradiaciéon gamma es una herramienta 1til para el control de insectos y plagas en
productos fruticolas. En frutas como las naranjas, una dosis de irradiacion de 0,15 kGy
elimin6 eficazmente larvas y huevos de moscas de la fruta como la Ceratitis capitata, sin
causar dafios a los tejidos (Damos et al., 2018). En papayas, esta tecnologia (en dosis de
0,15 kGy) se ha empleado para prevenir la proliferacion de moscas de la fruta como
Bactrocera dorsalis, evitando dafios y conservando una adecuada calidad de la fruta

(Akami et al., 2016).
1.6.7.3. Retraso de la maduracion

La irradiacion gamma se aplica para retrasar el proceso de maduracion en frutas como en
platanos y bananas. La irradiacion en dosis de 1,0 kGy en bananas verdes consiguio
inhibir un 23% la produccion de etileno y la consiguiente formacion de compuestos
volatiles, retrasando el proceso de maduracién. Esto permitié alargar el periodo de
almacenamiento y transporte (Bialek et al., 2020). Mediante la irradiacién de mangos en
dosis de 0,25 kGy se redujo un 9% la produccion de etileno y de enzimas responsables
del ablandamiento, alargando la vida 1til y manteniendo la calidad de la fruta (Wu et al.,

2018).
1.6.7.4. Reduccion de las pérdidas poscosecha

La irradiacion gamma contribuye a reducir las pérdidas poscosecha de las frutas. En
mangos, por ejemplo, una dosis de 1,0 kGy disminuy6 la tasa de pérdida de peso y
mantuvo constante los pardmetros de firmeza, color y contenido de aztcar del producto
durante el almacenamiento (Kan ef al., 2019). En uvas de mesa, la irradiacion a 1,0 kGy
evito el ablandamiento de la fruta durante el almacenamiento (Jaiswal & Moon, 2020).
Una de las principales ventajas de la irradiacion es que los alimentos tratados a dosis bajas
mantienen sus caracteristicas organolépticas, y no modifican significativamente su
composicion nutricional, manteniendo un aspecto natural y similar al fresco (Fig. 20),

(CNEA, 2020).
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Fig. 20: Alimentos tratados con radiacion ionizante (CNEA, 2020).

1.6.7.5. Mejora en la calidad de FyHMP

En el caso de los productos minimamente procesados, la irradiacion también puede ser
util para su conservacion (McDonald et al., 2012). El principal mérito de emplear esta
tecnologia no térmica reside en su probada eficacia para mantener la calidad e inocuidad
del producto, preservando varios compuestos asociados a atributos de calidad como
pigmentos, nutrientes, compuestos bioactivos y flavor tipico (Eustice, 2020). Cuando se
aplica en dosis optimizadas, la irradiacion gamma ha demostrado su eficacia para mejorar
los atributos texturales de las FyHMP (Wang & Meng, 2016), aumentando su capacidad
antioxidante (Lires et al., 2018) y previniendo trastornos fisiolégicos mediante la
inhibicién de la actividad de las enzimas polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD).
Las actividades de estas enzimas estan estrechamente asociadas a los procesos de

deterioro que conducen al pardeamiento (Fan, 2013; Xuetong, 2012).
1.6.7.6. Cumplimiento de la normativa fitosanitaria

La irradiacion gamma se ha utilizado para cumplir la normativa fitosanitaria en el
comercio internacional de frutas con fines cuarentenarios. En mangos, la irradiacion se
empled para controlar plagas como la mosca de la fruta y cumplir los requisitos de
exportacion a determinados paises (Manoukis et al., 2021). En lichis, se aplicaron dosis
de irradiacion de 0,25 kGy para controlar la mosca oriental de la fruta, Bactrocera
dorsalis, garantizando el cumplimiento de los requisitos de exportacion
(Chinajariyawong et al., 2018). De esta forma, esta tecnologia tiene un potencial
prometedor en los paises en desarrollo, donde los alimentos suelen sufrir alteraciones

durante la poscosecha debido a deficiencias en la infraestructura.
1.6.8. Limitaciones y proyeccion futura sobre el uso de irradiacion

Es sabido que la implementacion exitosa de una tecnologia depende en gran medida de la
disponibilidad de una infraestructura adecuada (Loaharanu, 1995). En este sentido, una

de las limitaciones de la irradiacion es el hecho de requerir altos costos de capital, una

45



Introduccion — Analia Colletti

capacidad critica minima y un cierto volumen de producto para que la operacion sea
econémicamente factible (ALATI, 2020; Spiller, 2004; Urbain, 1982), aunque en
contraposicion presenta la ventaja de su bajo costo operativo (4-4,5 USS$/Curie,

actualizado a septiembre 2022), y minimos requerimientos energéticos (ALATI, 2022).

Autores como Eustice (2020) y Sahoo et al. (2023) mencionan como una desventaja una
mayor difusion del uso de la irradiacion en frutas y hortalizas, que la misma representa
un tipo de tratamiento cuyo resultado final depende de diversos factores, lo cual genera
una alta variabilidad, haciendo dificil su estandarizacion. Asi, el éxito del tratamiento
dependera de poder establecer y controlar aspectos como el cultivar, la dosis de radiacion,
el grado de madurez, el estado fisiologico de las frutas, la temperatura y atmosfera durante
y después del tratamiento, los tratamientos previos y posteriores a la cosecha, pero
también de la susceptibilidad de los microorganismos presentes en el producto. Entre
estos factores, se ha demostrado que la tolerancia del producto a la irradiacion cambia
significativamente con el grado de madurez. Ademas, la condicion fisioldgica de la fruta
cambia continuamente con las lesiones mecénicas y la humedad en el momento de la
cosecha. Por lo tanto, resulta dificil predecir la respuesta de cada lote individual de frutas
como para poder establecer niveles de dosis generalizadas. Este es, sin dudas, uno de los
grandes desafios para que los tratamientos de irradiacion puedan utilizarse de manera mas
extendida, para lo cual es necesario la realizacion de un mayor nimero de investigaciones

que aborden estos aspectos.

Por otra parte, la actitud de los consumidores ante la irradiacion esta experimentando un
cambio positivo, en virtud del desarrollo de resistencia de los patdégenos a varios
fungicidas, de la retirada de algunos aditivos del mercado, y del creciente deseo del
consumidor de acceder a productos minimamente procesados y libres de residuos y
aditivos. En funcion de esto, en la actualidad se considera a esta tecnologia como
promisoria para mejorar la calidad de productos frescos con un minimo procesamiento.
Sin embargo, su aceptacion enfrenta todavia una cierta oposicion por parte de un sector
de la opinién publica (Castell-Perez & Moreira, 2021; Jankuloski et al., 2022). Este
fendmeno podria deberse a factores econdmicos y logisticos, aunque también a problemas
psicologicos, asociados al temor a la misma, como resultado en gran medida de la falta
de conocimiento publico sobre la inocuidad de los alimentos irradiados. El hecho de que
se utilicen para la irradiaciéon de alimentos los mismos términos que para actividades

nucleares, con frecuencia condujo a la desconfianza de los consumidores (Sommers et
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al., 2013). Asi, a menudo, los consumidores confunden a los alimentos irradiados con

alimentos radiactivos (Mostafavi et al., 2012).

En consecuencia, seria necesario un mayor nivel de difusion sobre la seguridad del
procedimiento de irradiacion, asi como de los beneficios comprobados de su aplicacion
en alimentos. Esto podria aumentar la comprension del publico, y conducir a una mayor
aceptacion de los productos irradiados (Byron, 2011; Cia et al., 2010). En este sentido, se
han propuesto algunas iniciativas, entre las que se puede mencionar a la elaboracion de
programas educativos y presentaciones audiovisuales que contribuirian a un mejor
conocimiento y actitud de los consumidores, influyendo positivamente sobre la decision

de compra (Pohlman et al., 1994).

Se estima que los principales factores que contribuirdn a una aplicacién mas generalizada
de esta tecnologia, asi como a su factibilidad economica, son: la investigacion y el
desarrollo de nuevas aplicaciones; la armonizacion de las legislaciones; el compromiso
de la industria alimentaria; la actitud del consumidor; y la solucién de cuestiones
econdmicas y logisticas asociadas a su utilizacién. Es importante considerar que, de
manera similar a lo que ocurre con el uso de técnicas de ingenieria genética para la
produccion de alimentos, es esencial que la educacion del consumidor y el compromiso
de los profesionales sean una parte integral de los desarrollos futuros, junto al avance en

la factibilidad de aplicacion industrial de las nuevas tecnologias.

Argentina ha sido pionera y es considerada internacionalmente como un referente en esta
tematica. En la actualidad, se propone avanzar con la reglamentacion oficial y la
fiscalizacion de las normas y procesos, con el fin de posibilitar el comercio internacional,
proteger la salud de la poblacién y disminuir la pérdida y el desperdicio de alimentos. De
esta manera, se pretende optimizar los recursos disponibles mediante proyectos de
cooperacion bilateral, con participaciéon del TAEA, siendo esto fundamental para el
desarrollo del capital humano y la gestion del conocimiento. Mientras tanto, los
cientificos de la CNEA, junto a INTA, Universidades Nacionales y otras Instituciones,
continuan con diferentes lineas de investigaciéon en marcha y, entre los proyectos en
desarrollo, se espera presentar en el corto plazo una nueva propuesta a la CONAL
incrementando el listado de alimentos permitidos, tales como miel, alimentos para

pacientes hospitalizados, huevo liquido, entre otros a definir (CNEA, 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El objetivo general del trabajo fue profundizar los conocimientos cientificos y
tecnologicos que permitan entender mejor el efecto de aplicacion de tecnologias
emergentes no térmicas de conservacion, seleccionando como modelo a la irradiacion
gamma, que sera el eje conductor de esta tesis, sobre distintos pardmetros bioquimicos,
nutricionales y sensoriales en frutas minimamente procesadas, en particular sobre
duraznos, en relacién a diversos factores como la aptitud varietal y los tratamientos
tecnologicos durante su procesamiento, para llegar a la obtencion de un producto final

con alta aceptabilidad y calidad nutricional, y vida util extendida.

La propuesta del trabajo tiene la finalidad de ofrecer a los consumidores una alternativa
comercial saludable, que favorezca el consumo de frutas con caracteristicas nutricionales
similares a una fruta fresca, habida cuenta de la brecha existente entre el consumo real

diario de frutas y hortalizas, y las recomendaciones de la FAO/OMS.

Se estima que esto favorecera la exportacion de un producto de alto valor agregado, y/o
la llegada a poblaciones con necesidades especiales y nutricionales insatisfechas

(comunidades de zonas remotas o de dificil acceso).
2.2. Objetivos especificos
Para cumplir con dicho objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Definir y optimizar un sistema experimental representativo del proceso de elaboracion
de duraznos minimamente procesados, adaptado a la aplicacion de un tratamiento de

irradiacién gamma como barrera de preservacion.

2. Estudiar los aspectos de calidad fisicoquimicos y bioquimicos subyacentes asociados
al procesamiento por irradiacion gamma de duraznos minimamente procesados
(parametros de calidad, aspectos sensoriales, microestructura, viabilidad del tejido,
actividad de enzimas claves asociadas al pardeamiento enzimatico y alteracion del

producto, capacidad antioxidante, metabolismo de azticares y dcidos organicos).

3. Optimizar mediante la determinacién del pardmetro de proceso adecuado (nivel de
dosis) al tratamiento de irradiacion gamma que, aplicado a duraznos minimamente

procesados, permita evaluar las bases fisiologicas de proteccion por estrés, en particular
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la induccion de proteinas de estrés de bajo peso molecular, con el minimo efecto sobre

los parametros de calidad.

4. Determinar la aptitud de diferentes variedades de durazno para el procesamiento
minimo y para el tratamiento de éstas por irradiacion gamma sobre la calidad del producto

final y validar los parametros del proceso de irradiacion establecidos como 6ptimos.
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3. MATERIALES Y METODOS

« Seleccién de materia prima

i (: ion de condiciones de
ENSAYO PRELIMINAR ¥ minme

S — lavado, tipo de corte, combinacién de estrategias de

Disefio y puesta a punto de un sistema conservacién: seleccidn de aditivos y envasado)
experimental para evaluar la aplicacién de « Seleccién de dosis de proceso
irradiacién gamma en duraznos « Factores: combinacién tratamiento-piel y tiempo de
minimamente procesados almacenamiento
\ * Medicién de pardmetros cromaticos y de firmeza

capitulo 1 « Seleceion y caracterizacion de materia prima
Efecto de la aplicacién de irradiacién gamma = Factores: dosis de proceso, tiempo de almacenamiento
y envasado en atmdsferas modificadas sobre « Analisis de la composicion gaseosa, medicién de
aspectos morfolégicos y pardmetros cromdticos y de firmeza, anilisis sensorial,

G T e T I andlisis de microestructura, actividad de enzimas,
H contenido de etanol, capacidad antioxidante,
\ procesados

s « Seleccion y caracterizacién de materia prima
CAPITULO 2 + Seleccion de amplio rango de dosis de proceso
Optimizacion del tratamiento de irradiacién « Factores: dosis de proceso, tiempo de almacenamiento
gamma para la preservacién de duraznos * Medicién de pardmetros crométicos y de firmeza, actividad
minimamente procesados. Evaluacion de enzimas e isoenzimas, expresién de proteinas de estrés.
fisioldgica de la proteccion por estrés « Optimizacién

N\

« Seleccién y caracterizacién de materia prima

= Seleccion de dosis de proceso dptima

= Factores: ién variedad-tr ), tiempo
de almacenamiento

CAPITULO 3

Determin_acién de la aptitud varietal para el » Medicién de parametros cromaticos y de firmeza,
procesamiento de duraznos y su efecto sobre andlisis sensorial, contenido de d4cidos organices,

la calidad del producto final concentracion de azlicares y expresién de proteinas de
estrés

\ * Validacién

Fig. 21: Organizacion de los capitulos, estrategias utilizadas, disefio de ensayos y determinaciones
analiticas desarrolladas en la presente tesis.

La estrategia utilizada para encarar el estudio de la presente tesis se resume en el diagrama
de la Figura 21. En primer lugar, se disefio un modelo experimental apropiado, para lo
cual se seleccion6 la materia prima a utilizar y se estableci6 la forma de caracterizarla. Se
defini6, ademas, el proceso de elaboracion de duraznos minimamente procesados que
mejor se adecuaba a la aplicacion de irradiacidon gamma como una de las barreras de
preservacion del producto, probandose a continuacion la eficacia de esta tecnologia en
combinacion con el envasado en atmosferas modificadas. Una vez estudiado su efecto, se
optimizaron las condiciones del procesamiento. Posteriormente se profundizo el estudio
a través de la evaluacion de distintos aspectos bioquimicos y morfolégicos de relevancia,
a fin de comprender mejor el efecto de los tratamientos sobre la calidad del producto.
Paralelamente, se fueron incorporando a los ensayos diferentes parametros, con el fin de
determinar con mas detalle tanto las caracteristicas del producto como para establecer y
evaluar la respuesta fisioldgica al estrés inducido por las tecnologias. Este tltimo aspecto
resultd de utilidad para comparar la aptitud para el procesamiento de distintas variedades

de duraznos.
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3.1. Materia prima y procesamiento

3.1.1. Material vegetal

Se utilizaron variedades de duraznos (Prunus persica L. Batsch) provenientes de cultivos
experimentales (temporadas 2018-2019/ 2019-2020/ 2021-2022) de la Estacion
Experimental Agropecuaria (EEA) INTA San Pedro (Ruta 9, km 170, San Pedro, Buenos
Aires - Latitud 33°41 S, Longitud 59°41 W). Para minimizar la variabilidad debido a la
gran cantidad de factores que influyen sobre las caracteristicas de una fruta al ser
cosechada, se tom¢ especial cuidado en que los duraznos utilizados en los distintos
ensayos fueran recolectados en un mismo momento de cosecha y provengan del mismo
lote. Las frutas fueron seleccionadas de acuerdo con su tamafio, firmeza al tacto y color
de fondo. El area de plantacion fue de 3,5 m x 5 m. El manejo sanitario y la fertilizacion
fueron similares a los que se realizan habitualmente en las producciones agricolas

comerciales de la zona.

La eleccion de las variedades estuvo sujeta a la temporada y a la disponibilidad en la
Estacion Experimental, por lo que también se utilizaron duraznos de otros productores y

empacadores de la zona.

Todos los reactivos quimicos empleados en este trabajo de investigacion fueron de
calidad analitica, excepto los utilizados para la determinacion de acidos organicos que
fueron de calidad HPLC (High pressure liquid chromatography), es decir purificados

para su uso en cromatografia liquida de alta resolucion.
3.1.2. Procesamiento minimo

Luego de la cosecha, los duraznos seleccionados fueron trasladados desde la EEA San
Pedro hasta la planta piloto del Instituto Tecnologia de Alimentos (ITA) del Centro de
Investigacion de Agroindustria (CIA) del INTA, en donde fueron almacenados hasta el
momento del procesamiento en camaras modulares refrigeradas a 0 °C y 90% de humedad

relativa, por 24 h.

Los duraznos fueron lavados con agua corriente con el agregado de una solucion acuosa
de 200 ppm de HCIO para remover cualquier impureza y desinfectar la superficie, y luego
enjuagados unicamente con agua. Posteriormente, las frutas se cortaron en dos mitades

entre la epidermis y el carozo, con un cuchillo de filo liso de ceramica de 7" (Cuchillo
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Accurato Ceramic, Design Collection, Tramontina) y, finalmente, las mitades fueron

cortadas en rodajas con piel (15 mm de espesor aproximadamente).

Las rodajas fueron luego tratadas por inmersion con una solucidon acuosa de 20 ppm de
HCIO para desinfectar su superficie (2 min) y, a continuacion, con una solucion acuosa
antioxidante conteniendo 1% de 4cido ascorbico y 0,5% de acido citrico (2 min), para
prevenir el pardeamiento superficial y eliminar el HCIO remanente. Las rodajas fueron
escurridas, distribuidas al azar y acondicionadas en bandejas plasticas de tereftalato de
polietileno (PET) a razén de 8 rodajas por bandeja, y envasadas a presion atmosférica en
bolsas constituidas por film “Cryovac BB2620” de baja permeabilidad a los gases (tasa
de transmision de O2 6-14 cm*/m*/24 h a 22-24 °C y a 0% HR, 1 atm). Posteriormente,
las bolsas fueron selladas por una termoselladora manual de bolsas plasticas (PFS Manual
plastic film sealer, model SF 300, China). A continuacion, se muestran imagenes de las

etapas correspondientes al procesamiento minimo, (Fig. 22).

Fig. 22: Operaciones generales del procesamiento minimo de los duraznos: (A) Seleccion y desinfeccion
de duraznos; (B) Cuchillo utilizado para el procesamiento, inmersion en soluciones antioxidantes y
materiales utilizados para el envasado; (C) Acondicionamiento en bandejas y termoselladora utilizada
para sellar los envases.
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3.1.3. Tratamiento de irradiacion gamma

Las bandejas fueron divididas en distintos lotes y colocadas en cajas de carton corrugado
de 300 x 400 x 500 mm, listas para irradiar (Fig. 23). Un lote de cada ensayo se dejo sin

tratar, para utilizarse como control.

Fig. 23: Cajas de carton con muestras dispuestas en bandejas, listas para irradiar

El tratamiento de irradiacioén de los duraznos se llevo a cabo en la Planta de Irradiacion
Semi-Industrial (PISI) del Centro Atomico Ezeiza (Ezeiza, Buenos Aires), perteneciente
a la Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA). PISI cuenta con una capacidad
nominal de 1 MCi y se encuentra certificada por su Sistema de Gestion de Calidad segiin
norma ISO 9001:2015 (n.° registro: AR-QS-5323), cuyo alcance comprende el servicio
de irradiacion con radiacion gamma de productos y materias primas, en escala industrial

y pre-industrial (Centro Atomico Ezeiza, 2022).

Los lotes fueron trasladados hasta la CNEA, en donde se sometieron a distintas dosis de
irradiacion segun cada ensayo propuesto, modificando como pardmetro de proceso el
tiempo de exposicion ante una fuente de energia ionizante del tipo rayos gamma,
generados a partir del radioisotopo Cobalto-60 (°°Co), (Fig. 24). El dosimetro que se
empled durante el proceso fue a base de peliculas de alanina. Como ejemplo, se presenta
el informe de dosimetria de CNEA de uno de los ensayos realizados, en el que se detallan
el dosimetro empleado, la dosis solicitada, la posiciéon y rotacion de la plataforma de
irradiacion, el tiempo de proceso, la uniformidad y tasa de dosis, y la dosis minima y

maxima aplicadas para cada muestra ensayada (Fig. 25).
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Fig. 24: Planta de Irradiacion Semi-Industrial (PISI) del Centro Atémico Ezeiza, Comision Nacional de
Energia Atémica (CNEA).

FO-14UH-61revl
LABORATORIO DE DOSIMETRIA DE ALTAS DOSIS
@Ilb Comision Nacional de Energia Atémica
INFORME DE DOSIMETRIA Nro.
Centro Atomico Ezeiza: Presbiters Juan Gonzalez y Aragan Ne 15 (31802AYA)
Ezeiza, Prov.de Buenos Aires, Argentina.Tel + 54 11 4125 B456/8233 Fax+ 54 11 4125 8340
e-mail: pawlak@cae cnea gov.ar, 2muncz@cae. cnea gov.ar
Fecha del Informe 16/01/19 JEMPRESA CNEA
Fecha de Irradiacion 16/01/19 |SECTOR Laboratorio de Microbiologia
SOLICITUD LDAD Ne 05/19 Je-mail pachado@cae.cnea.gov.ar
SOLICITUD PISI N2 05M/19 [Tel-interno 8403
Descripcion del producto Duraznos |I.0|e Ne: |
MUESTRA 1
DOSIMETRO Alanina |Dosis solicitada | 0,1]kGy
Posicion de Irradiacion [123/110 Jem | Plataforma [Rotacion Si
Tiempo de irradiacion 0,05 |hs Uniformidad de Dosis 1,06
Dosis Minima [Tasa de Dosis 2,0|kGy/h
Dosis Maxima
MUESTRA 2
DOSIMETRO | Alanina | |Dosis solicitada | 0,3]kGy
Posicién de Irradiacidn |123;’110 Icm I |Rnta|:|6n | Si
[Tiempo de irradiacion Uniformidad de Dosis 1,19
Dosis Minima Tasa de Dosis 2,0)kGy/h
Dosis Maxima
MUESTRA 3
DOSIMETRO Alanina |Dosis solicitada | 1,0[kGy
Posicién de Irradiacidn |123;’110 Icm I Plataforma |Rnta:i6n | Si
[Tiempo de irradiacion Uniformidad de Dosis 1,10
Dosis Minima Tasa de Dosis 1,9|kGy/h
Dosis Maxima
MUESTRA 4
DOSIMETRO Alanina |Dosis solicitada | 2,50kGy
Posicién de Irradiacién |123;’110 Icm I Plataforma |Rnta|:|6n | Si
[Tiempo de irradiacién Uniformidad de Dosis 1,12
Dosis Minima Tasa de Dosis 1,9|kGy/h
Dosis Méxima

Fig. 25: Informe de dosimetria, Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA), Ezeiza.

Adicionalmente, para corroborar que el tratamiento de irradiacién gamma no produzca

un aumento significativo de la temperatura en el producto durante el proceso (ver seccion

1.6.5.), se colocd un dispositivo data logger registrador de temperatura insertado dentro

del durazno, con el fin de medir y mapear el rango de temperaturas registrado durante el

proceso (Fig. 26).
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Fig. 26: Data logger, registrador de temperatura, insertado dentro del durazno.

Una vez que los lotes fueron irradiados, se trasladaron el mismo dia de regreso a la planta

piloto del ITA-INTA.
3.1.4. Almacenamiento

Luego del procesamiento minimo (realizado a 8 °C), los lotes fueron almacenados a 0 °C
por un periodo menor a 24 h hasta la posterior aplicacion de los tratamientos. Los lotes
con bandejas a irradiar fueron trasladados a CNEA (Ezeiza) en contenedores con geles
refrigerantes. A su arribo de regreso al Instituto de Tecnologia de Alimentos, los lotes
irradiados fueron almacenados a 4 °C. Esta temperatura fue seleccionada con el fin de
simular condiciones de refrigeracion convencionales en establecimientos comerciales y

en ambientes domésticos.

Se realizaron muestreos en 3 tiempos de almacenamiento a 4 °C (0 -inicial-, 7 y 14 dias),
con el fin de llevar a cabo las evaluaciones analiticas propuestas y ver el efecto del tiempo

de almacenamiento sobre las distintas variables.

Tanto para los ensayos de calidad (pardmetros cromaticos y de firmeza) como para el
analisis sensorial, las muestras se analizaron directamente los dias de muestreo, mientras
que, para los ensayos bioquimicos y fisiologicos, estas se congelaron de manera
criogénica con N liquido y se almacenaron a -40 °C, hasta el momento de las

determinaciones.

A continuacion, se resume el flujo de proceso de elaboracion de duraznos minimamente

procesados, tal como fuera descripto en las secciones anteriores (Fig. 27).
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( ) Duraznos
COSECHA —» (Prunus persica L. Batsch)
L Q J EEA, INTA, San Pedro
RECEPCION DE ITA. INTA
MATERIA PRIMA '
<
Solucion aq. 200 ppm HCIO —» LAVADO y —3 impurezas
DESINFECCION
<
CORTADO — carozo, restos de hoja
Solucion aq. 20 ppm HCIO —» DESINFECCION
<
Solucion antioxidante: 1% TRATAMIENTO
de acido ascorbico y 0,5% — ANTIOXIDANTE
de acido citrico, 2min. \ @ J
- Bandejas plasticas PET ( |
- Films CRYOVAC BB2620 — ENVASADO
- Cajas de cartén corrugado
ALMACENAMIENTO ] 0°C
CNEA, Ezei
Rayos y (Fuente ®°Co)  —» [ TRATAMIENTOS ] > el
ITA,INTA
0,7y 14di
ALMACENAMIENTO s
DETERMINACIONES
ANALITICAS

Fig. 27: Diagrama de elaboracion de duraznos minimamente procesados
3.2. Ensayos realizados

Para los ensayos propuestos a continuacion se aplico un disefio totalmente aleatorizado,
considerando cada bandeja como una unidad experimental (a razén de 8 rodajas de
durazno por bandeja), (Fig. 28). Las evaluaciones de calidad (parametros cromaticos y de
firmeza) se realizaron en 2 bandejas (réplicas), utilizando un total de 16 rodajas para cada
combinacion de dosis de tratamiento y tiempo de almacenamiento, mientras que, para las
determinaciones bioquimicas y fisiologicas, se utilizaron 3 bandejas de muestras. Las

determinaciones analiticas se realizaron por triplicado (repeticiones). Para el caso de los
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ensayos que incluyeron un andlisis sensorial, se utilizaron 2 bandejas de muestras

adicionales por cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

Para determinar el grado de significancia de las diferencias entre tratamientos, los
resultados se analizaron mediante analisis de la varianza (ANOVA), usando el
procedimiento General Linear Model (GLM) del programa estadistico SAS (SAS
Institute, 1990). Cuando se verificaron diferencias significativas sin interacciones, la
separacion de medias fue realizada por las pruebas post hoc de Tukey y LSD (Least
Significant Difference), (Snedecor y Cochran, 1989), con un nivel de significancia del
95% (Ver seccion 3.3.13.).

Fig. 28: Unidad experimental: bandeja con 8 rodajas de durazno

3.2.1. Ensayo preliminar. Disefio y puesta a punto de un sistema experimental para

evaluar la aplicacion de irradiacion gamma en duraznos minimamente procesados

3.2.1.1. Material vegetal
Se utilizaron tres variedades de duraznos (Prunus persica L. Batsch): cv. RS55, Ruby
Prince y June Gold, procedentes de la EEA INTA San Pedro. Las frutas fueron

seleccionadas de acuerdo con su tamafo, firmeza al tacto y color de fondo.

3.2.1.2. Determinaciones realizadas

Parametros cromaticos y de firmeza

3.2.1.3. Preparacion de la muestra, tratamientos y disefio experimental

Las muestras para este ensayo fueron preparadas de manera similar al resto de los ensayos
(seccion 3.1.2.), con la excepcion del envasado, para el cual se utilizaron bandejas de
poliestireno expandido (telgopor) planas con una permeabilidad al vapor de H,O de
99 g/m2.24 h medida a 23 °C y 5% HR. Las bandejas fueron envasadas con bolsas de
grado alimenticio compuestas por 70% de resina de policloruro de vinilo (PVC), de 9 um
espesor, con una permeabilidad a los gases mayor a la que finalmente fue adoptada en

ensayos posteriores (tasa de transmision de O 1536 cm’/m?.24 h y al CO de
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3690 cm®/m?.24 h a 22-24 °C, 1 atm, 0% HR). Las bandejas fueron divididas en 3 lotes,
dos de los cuales fueron sometidos a tratamientos de irradiacion gamma en dosis de
0,5 kGy y 1,0 kGy, respectivamente, y el restante no fue sometido a ninglin tratamiento
(control). Ademas, para decidir si incluir o no una etapa de pelado en el procesamiento
de los duraznos, todos los tratamientos se evaluaron en rodajas con y sin piel, obteniendo

estas Ultimas al pelar los duraznos previamente a realizar el corte.

Para cada variedad, se establecié un disefio completamente aleatorizado con arreglo
factorial de dos factores (6x3): combinacion tratamiento-piel (0 kGy sin piel, 0 kGy con
piel, 0,5 kGy sin piel, 0,5 kGy con piel, 1,0 kGy sin piel, 1,0 kGy con piel) y tiempo de

almacenamiento a 4 °C en tres niveles (0, 7 y 14 dias).

3.2.2. Capitulo 1: Efecto de la aplicacion de irradiacion gamma y envasado en
atmosferas modificadas sobre aspectos morfolégicos y fisicoquimicos de duraznos

minimamente procesados

3.2.2.1. Material vegetal

Se utilizaron dos variedades de duraznos (Prunus persica L. Batsch): cv. Forastero y
Ruby Prince procedentes de la EEA INTA San Pedro, cosechados en diferentes estadios
de maduracion, los cuales presentaron firmezas promedio de 48 N y 35 N,

respectivamente.

3.2.2.2. Determinaciones realizadas

Ademas del registro de temperatura del proceso, se realizé el analisis de la composicion
gaseosa del envase, y de distintos parametros cromaticos y de firmeza. Ademas, se
realizaron evaluaciones sensoriales, analisis de microestructura por microscopia oOptica,
determinacion de: la actividad de las enzimas polifenoloxidasa (PPO), peroxidasa (POD)
y alcohol deshidrogenasa (ADH); del contenido de etanol y fenoles totales; y de la
capacidad antioxidante por tres métodos diferentes: el conocido como Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP), el del radical 1, I-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) y el del
radical 2,2-Azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS).

3.2.2.3. Preparacion de la muestra, tratamientos y disefio experimental

Los duraznos minimamente procesados fueron obtenidos segin se describiera
anteriormente (seccion 3.1.2.). A partir de este ensayo, se adoptd el envasado en bandejas
plasticas de PET y bolsas compuestas de films Cryovac BB2620 de baja permeabilidad a
los gases (tasa de transmision de O 6-14 cm®/m?.24 h a 22-24 °C, 1 atm y 0% HR), las
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cuales generaron una atmosfera modificada pasiva dentro del envase. Las bandejas fueron
divididas en 2 lotes, uno de los cuales fue tratado con una dosis de irradiaciéon gamma de
1,0 kGy y el restante no fue sometido a ningtn tratamiento de irradiacion (control).

Para cada variedad, se aplico un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial
de dos factores (2x3): tratamiento en 2 niveles (0 y 1,0 kGy) y tiempo de almacenamiento

a4 °C en 3 niveles (0, 7 y 14 dias).

3.2.3. Capitulo 2: Optimizacion del tratamiento de irradiacion gamma para la
preservacion de duraznos minimamente procesados. Evaluacion fisiolégica de la

proteccion por estrés

Es importante mencionar que, en el presente capitulo, los tratamientos de irradiacion
gamma fueron aplicados en las condiciones recomendadas por bibliografia para productos

similares. Luego, se optimizé la dosis empleada por métodos estadistico-matematicos.

3.2.3.1. Material vegetal

Se utilizé la variedad de duraznos (Prunus persica L. Batsch): cv. Granada, procedentes
de la EEA INTA San Pedro, cosechados con una firmeza promedio de 28 N. La pulpa
firme de esta variedad determina su aptitud para utilizarse a nivel industrial, por ejemplo,

para elaborar conservas de duraznos enlatados.

3.2.3.2. Determinaciones realizadas
Pardmetros cromaticos y de firmeza, actividad de enzimas e isoenzimas (PPO y POD),

expresion de proteinas de estrés.

3.2.3.3. Preparacion de la muestra, tratamientos y disefio experimental

Los duraznos minimamente procesados fueron obtenidos segun se describiera
anteriormente (seccion 3.1.2.). Las bandejas fueron divididas en 5 lotes, uno de los cuales
no fue sometido a ningln tratamiento (control). Los 4 lotes restantes fueron sometidos a
tratamientos de irradiacion gamma a distintas dosis: 0,1 kGy, 0,3 kGy, 1,0 kGy y 2,5 kGy,
respectivamente. En la Tabla 4 se detalla: la descripcion de los tratamientos aplicados, el
tiempo de irradiacion seglin la dosis aplicada y la relacion entre la dosis minima y méxima

utilizadas.
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Tabla 4: Descripcion de los tratamientos de irradiacion gamma y los pardmetros dosimétricos aplicados a
los duraznos minimamente procesados.

Tratamientos de irradiacion gamma
Dosis Dosis Dosis ., Tiempo de Tasa de
.. , . ‘. Relacion . . . .
solicitada minima maxima Do /Do irradiacion dosis
(kGy) (Dumin) (Dimin) s min (h) (kGy/h)
0 (Control) -
0,1 0,16 0,17 1,06 0,05 2,0
0,3 0,36 0,43 1,19 0,15 2,0
1,0 1,23 1,35 1,10 0,53 1,9
2.5 2,93 3,28 1,12 1,33 1,9

De esta forma, se establecio un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial
de dos factores (5x3): tratamiento en 5 niveles (0, 0,1, 0,3, 1,0 y 2,5 kGy) y tiempo de

almacenamiento a 4 °C en 3 niveles (0, 7 y 14 dias).

3.2.4. Capitulo 3: Determinacion de la aptitud varietal para el procesamiento de

duraznos y su efecto sobre la calidad del producto final

El siguiente capitulo se enfoca en la aplicacion de la dosis 6ptima de irradiacion gamma
para optimizar la preservacion de los duraznos minimamente procesados, teniendo en
cuenta los resultados previos. Para tal fin, se utilizaron distintas variedades de durazno,
para establecer el efecto varietal ante la dosis seleccionada. Ademads, se utilizaron
métodos estadisticos multivariados, en particular algoritmos de aprendizaje no
supervisado, para realizar un analisis complejo de los resultados, cuya finalidad fue
detectar patrones y tendencias en los parametros de calidad estudiados de las distintas
variedades y, por consiguiente, la identificacién de grupos o clusteres con caracteristicas

similares, capaces de adaptarse a los tratamientos no térmicos aplicados.
3.2.4.1. Material vegetal

Se utilizaron 4 variedades de duraznos (Prunus persica L. Batsch): cv. Flordaking, Early
Grand, Dixiland y Fayette. Flordaking y Early Grand fueron procedentes de EEA INTA
San Pedro; mientras que Dixiland y Fayette fueron procedentes de lotes comerciales de
la empresa Productores y Empacadores Agricola Sol Naciente S.R.L., San Pedro. En la
Tabla 5 se describen los indices de cosecha determinados en campo a partir de 15

muestras representativas de cada variedad de duraznos.
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Tabla 5: Determinacion de indices de cosecha de distintas variedades de duraznos en campo (n = 15 para
cada variedad).

indices de cosecha
Variedad Peso Firmeza Solidos Color de pulpa
@ ) solubles
g (*Brix) L* C* he
Flordaking 160 £ 15 385 11+1 T7+£2 | 42+£3 | 8542
Early Grand 138+ 14 44 £ 8 11+1 76+4 | 51+2 | 82+4
Dixiland 1639 44 £ 15 13+1 74+2 | 51+£2 | 86+3
Fayette 1707 54+9 11+1 74+2 | 42+3 | 83+6

3.2.4.2. Determinaciones realizadas
Parametros cromaticos y de firmeza, andlisis sensorial, contenido de 4cidos organicos
(acido malico, citrico y ascorbico), contenido de azucares (sacarosa, D-glucosa y D-

fructosa), y expresion de proteinas de estrés.

3.2.4.3. Preparacion de la muestra, tratamientos y disefio experimental

Los duraznos minimamente procesados fueron obtenidos segun se describiera
anteriormente (seccion 3.1.2.). Las bandejas fueron divididas en 2 lotes, uno de los cuales
no fue sometido a ningun tratamiento (control), mientras que el lote restante fue sometido
a un tratamiento de irradiacion gamma con una dosis de 0,2 kGy. En la Tabla 6 se detalla

la descripcion del tratamiento aplicado.

Tabla 6: Descripcion del tratamiento de irradiacion gamma y los parametros dosimétricos aplicados a los
duraznos minimamente procesados.

Tratamiento de irradiacion gamma
Dosis Dosis Dosis ., Tiempo de Tasa de
. - . Relacion e .
solicitada minima maxima Do /Do irradiacion dosis
(kGy) (Dimin) (Drmix) e (h) (kGy/h)
0 (Control) -
0,2 0,23 0,25 1,08 0,1 2,0

Se establecio un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial de dos factores

(8x3): combinacion variedad-tratamiento (Flordaking 0 kGy, Flordaking 0,2 kGy, Early
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Grand 0 kGy, Early Grand 0,2 kGy, Dixiland 0 kGy, Dixiland 0,2 kGy, Fayette 0 kGy,
Fayette 0,2 kGy) y tiempo de almacenamiento a 4 °C en tres niveles (0, 7 y 14 dias).

3.3. Métodos

3.3.1. Composicion gaseosa

Se determind la concentracion de los gases O> y CO» presentes en el espacio de cabeza
de los envases conteniendo las muestras. Para esto, se utilizd un analizador de gases
GC6000 (Headspace analyser, Systech lllinois, Estados Unidos), equipado con un
detector de infrarrojos dual (Fig. 29).

Fig. 29: Analizador de gases GC6000 (Headspace analyser, Systech Illinois, Estados Unidos).

3.3.2. Parametros cromaticos

Los parametros cromaticos de la superficie de las muestras de duraznos se determinaron
con un colorimetro Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japon) (Fig.
30), usando la escala CIE L*a*b* donde L* representa “Luminosidad”, con una escala
que va del 0 — negro al 100 — blanco; a* representa cromaticidad en un eje que va del
verde (-) al rojo (+) y b* representa cromaticidad en un eje que va del azul (-) al amarillo
(+). Con los parametros de este sistema, se calcularon: C*, el valor chroma, que
representa la saturacion o intensidad de color y h®, que es el tono o angulo de color (0° =
purpura-rojizo y 90° = amarillo). El colorimetro se configur6 para el iluminante Dss, el
angulo de observador a 2° y se calibr6 utilizando un plato cerdmico estandar blanco. Se
evaluaron las superficies de las rodajas de durazno (2 mediciones por cada rodaja)

correspondientes a cada tratamiento.
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Fig. 30: Colorimetro Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japon).

3.3.3. Firmeza

Se realizé una aproximacion instrumental de la textura de los duraznos minimamente
procesados mediante la mediciébn por un test de penetracion. Se analizaron
individualmente las rodajas de las bandejas de cada tratamiento y ensayo en el que se
realiz6 esta determinacion. La medicion se llevd a cabo con un analizador de textura TA-
XT plus (Stable Micro Systems LTD. Surrey, Inglaterra), (Fig. 31) a temperatura
ambiente, utilizando una sonda cilindrica de 3 mm de didmetro (P/ 3 mm) y las siguientes
condiciones durante el ensayo: 5 mm de penetracion; velocidad de la sonda previa y
durante la determinacion de 1,5 mm/s; y velocidad de la sonda después de la

determinacion de 10 mm/s (velocidad con que la sonda regresa hasta el punto inicial).

Los datos de Fuerza vs Distancia se registraron para cada ciclo, y se determiné el
parametro de firmeza (N) utilizando el software Texture Exponent 32 (Stable Micro

Systems LTD. Surrey, Inglaterra).

Fig. 31: Analizador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems LTD. Surrey, Inglaterra).
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3.3.4. Analisis sensorial

El andlisis sensorial se realiz6 en el Departamento de Evaluacion Sensorial de Alimentos,
perteneciente al Instituto Superior Experimental de Tecnologia Alimentaria (ISETA)

ubicado en 9 de Julio, Buenos Aires, Argentina.
3.3.4.1. Entrenamiento

Se trabajo con un panel de 9 evaluadores entrenados mediante la Norma ISO-8586-1
“Sensory analysis — General guidance for the selection, training and monitoring
assessors” (ISO-8586, 2012). Las etapas de entrenamiento y medicion de las muestras se
realizaron empleando el ensayo de Andlisis Descriptivo Cuantitativo, siguiendo los
lineamientos de la Norma ISO 13299 “Sensory analysis. Methodology — General
guidance for establishing a sensory profile” (ISO-13299, 2003). Los evaluadores
registraron un minimo de 100 h de experiencia en pruebas de discriminacion y

descriptivas, y concretamente 25 h de experiencia en pruebas descriptivas en duraznos.

En esta experiencia, se evalud la apariencia, el olor, el gusto, el flavor y la textura de los
duraznos minimamente procesados de cada tratamiento y ensayo realizados. Todos los
evaluadores completaron dos sesiones de formacion antes de la medicion de las muestras;
estas sesiones consistieron en la generacion de términos basados en las muestras
presentadas, la seleccion de referencias y, a continuacion, la discusién en una sesion

abierta (Rogers, 2017), (Fig. 32).

Fig. 32: Sesiones de entrenamiento y discusion abierta.

La Tabla 7 lista los descriptores desarrollados para las muestras, como asi también las
definiciones de cada uno, para facilitar, en la medida de lo posible, la contribucion a la

uniformidad del panel.
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Tabla 7: Descriptores y definiciones utilizadas durante el analisis sensorial respecto a la apariencia, olor,

gusto, flavor y textura bucal.

Descriptor

Definicion

Intensidad de color

Color de la pulpa

Homogeneidad de la
distribucion del color

Uniformidad de color que presenta la bandeja de cada
variedad

Brillo

Presencia de brillo en la superficie de las rodajas que presenta
la bandeja de cada variedad.

Deshidratacion

Aspecto seco y presencia de arrugas o grietas en la superficie
de las rodajas

Descriptor Definicion
Intensidad total Intensidad total de olor percibido en la muestra
Durazno Olor a durazno, fruta
Verde Olor a durazno verde, fruta sin madurar
Sobremaduro Olor a durazno sobremaduro

Descriptor Definicion
Amargo Gusto amargo percibido en la cavidad bucal
Dulce Gusto dulce percibido en la cavidad bucal
Acido Gusto acido percibido en la cavidad bucal

Descriptor Definicion
Intensidad total Intensidad total de sabor percibido en la muestra
Durazno Sabor a durazno, fruta
Verde Sabor a durazno verde, fruta sin madurar
Astringente Sensacion de sequedad percibida en lengua y paladar
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Pasado/Fermentado Sabor a durazno, pasado o fermentado
TEXTURA BUCAL
Descriptor Definicion
Dureza Fuerza necesaria para cortar la rodaja de durazno con incisivos
. Después de las 2 o 3 primeras masticadas, jugo que desprende
Jugosidad P P Jjugod P
la muestra
Crujiente Ruido percibido durante las 2 o 3 primeras masticadas
Después de las 2 o 3 primeras masticadas, la muestra
Pastoso permanece unida sin disgregarse ni desmenuzarse y no
desprende jugo.

3.3.4.2. Sesiones de analisis sensorial

Las sesiones de andlisis sensorial se llevaron a cabo en un laboratorio con salas
normalizadas equipadas con cabinas individuales, iluminacion fluorescente de tipo
diurno, un extractor de aire y temperatura controlada (Fig. 33). Las muestras fueron
presentadas en vasos plésticos descartables de 180 ml, con tapa de color blanco,
identificados con un codigo aleatorio de tres digitos. Cada evaluador recibi6 dos rodajas
al azar para evaluar el olor; luego, una rodaja se utiliz6 para evaluar el gusto y flavor y la
otra, para evaluar la textura en boca. Para que no hubiera sesgo en los atributos anteriores,
la apariencia se evalud en bandejas de plastico desechables identificadas con codigos
aleatorios de tres digitos diferentes. Se realizaron tres sesiones de medicion para evaluar
las muestras del dia inicial de almacenamiento. El orden de presentacion se aleatorizo
entre los evaluadores y se les proporcioné agua mineral para limpiar sus paladares entre

muestras.

Se asignd una escala de evaluacion continua no estructurada de 0 a 10 puntos (0 = menor

valor y 10 = mayor valor de intensidad).

66



Materiales y Métodos — Analia Colletti

Fig. 33: Laboratorio de analisis sensorial

3.3.5. Micrografia optica
3.3.5.1. Microscopia de campo claro

Muestras de tejido de durazno (principalmente tejido parenquimatico) se seccionaron
manualmente utilizando una navaja afilada y se montaron en un portaobjeto con una gota
de agua destilada. Las secciones fueron examinadas en el Laboratorio de Botéanica de la
Universidad Nacional de Lujan utilizando un microscopio optico (Nikon Eclipse E200,

Tokio, Japon) con camara digital Moticam.
3.3.5.2. Microscopia de fluorescencia

La viabilidad de las células se determind segun lo descripto por Martinez et al., (2007) en
tejido de durazno, evaluando la acumulacion de fluoresceina producida por clivaje
enzimatico de diacetato de fluoresceina (fda). Esto se basa en que las células muertas no
pueden clivar el compuesto y entonces no fluorescen, indicando pérdida de
compartimentalizacion y de la funcionalidad de la membrana. Por tanto, para esta
determinacion se prepard una solucion de fda de 5 mg/ml en acetona que luego se diluyo
con buffer fosfato 0,05 M pH 6,0 para dar una concentracion final de 0,01%. Secciones
transversales de las muestras fueron tefiidas con esta mezcla de reaccion por 5 min, y
luego examinadas en el Laboratorio de Microscopia de la Universidad Nacional de Lujan
con un microscopio optico con epifluorescencia Axiolab HB050X (Carl Zeiss, Alemania)
acoplado a una camara digital (Moticam 2.0), utilizando un filtro azul (excitacioén: 450—

500 nm y emision: 520 nm).
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3.3.6. Actividad de enzimas
3.3.6.1. Actividad enzimatica PPO, POD y ADH en solucion
3.3.6.1.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de las proteinas, se homogeneizaron 7 g de durazno con 20 ml de buffer
fosfato [0,1 M, (pH 7,3) luego del agregado de 1% (p/v) PVPP (polivinilpolipirrolidona
insoluble) como secuestrante de fenoles y 0,5 mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)
como inhibidor de proteasas], mediante la utilizacion de un Homogeneizador HH-S-1000
(Hermann, Alemania) a 30000 rpm por 2 min en hielo granizado. Posteriormente, el
homogenato se mantuvo en agitacion por 30 min en bafio de hielo, luego de los cuales se
centrifugdé a 10000 x g por 15 min a 4 °C utilizando una centrifuga Hermle Z 383 K
(Hermle LaborTechnik GmbH, Alemania). El sobrenadante se utilizo como extracto para

la medicidn de las actividades enzimaticas.
3.3.6.1.2. Determinacion de la actividad enzimatica PPO

La actividad de la PPO se determiné utilizando tert-butilcatecol como sustrato, el cual
genera como producto una quinona mas estable que el catecol (el sustrato tradicional de
la PPO), tal como fuera descripto por Denoya et al., (2016). La actividad catecolasa de la
PPO se evalu6 mediante un método espectrofotométrico basado en el aumento de la
velocidad inicial de absorbancia a 400 nm debido a la produccion de 4-terc-butil-
benzoaquinona, utilizando un espectrofotometro UV-visible (SPECTROstar Nano, BMG
LABTECH GmbH, Alemania). La mediciéon se realizd6 en un volumen de 250 pl,
compuesto por 50 mM buffer fosfato (pH 6,5) con 4,95 mM de 4-terc-butilcatecol, al cual
se agregaron 25 pl del extracto proteico. La actividad se expresé como unidades por
gramo de fruta fresca. Una unidad de enzima (U) se definié como la cantidad de enzima

necesaria para cambiar la absorbancia a 400 nm en 0,01 por minuto a 30 °C.
3.3.6.1.3. Determinacion de la actividad enzimatica POD

La actividad POD se determind utilizando un espectrofotometro UV-visible
(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH GmbH, Alemania), midiendo el cambio de
absorbancia a 470 nm debido a la oxidacion enzimética del guayacol en presencia de
peroxido de hidrégeno (Zheng y Van Huystee, 1992). El medio de reaccion consistio en
una mezcla de 100 mM buffer fosfato (pH 6,2) con 20 mM de guayacol, 2 ul de 5 mM de
H>02 en un volumen de 220 pl, al cual se agregaron 60 pl de extracto proteico. La

actividad se expresd como unidades por gramo de fruta fresca. Una unidad de enzima (U)
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se definié como la cantidad de enzima necesaria para cambiar la absorbancia a 470 nm

en 0,001 por minuto a 30 °C.
3.3.6.1.4. Determinacion de la actividad enzimatica ADH

La actividad ADH se determiné de acuerdo con el método espectrofotométrico descripto
por Walker (1992), con algunas modificaciones. El mismo se basa en el aumento de la
absorbancia a 340 nm, debido a la generacion de NADH a partir de NAD" por la actividad
enzimatica, utilizando para la medicion un espectrofotometro UV-visible (SPECTROstar
Nano, BMG LABTECH GmbH, Alemania). El medio de reaccion consistié en una mezcla
de 200 mM buffer TRIS (pH 8,8) con 100 mM de etanol (como sustrato), 30 pl de I mM
NAD" en un volumen de 220 pl, al cual se agregaron 40 pl del extracto enzimatico. La
actividad se expres6 como unidades por gramo de fruta fresca. La unidad de enzima (U)
qued6 determinada como la cantidad de uM de NADH producidos para cambiar la

absorbancia a 340 nm en 0,001 por minuto a 30 °C.

3.3.6.2. Deteccion de la actividad de las isoenzimas PPO y POD
3.3.6.2.1. Extraccion de proteinas

Las proteinas se extrajeron del pericarpio del durazno siguiendo el método de Hurkman

& Tanaka (1986) con algunas modificaciones.

Para la extraccion, se homogeneizaron 2 g de durazno con 1 ml de buffer de extraccion
[100 mM Tris/HCI (pH 8,0), que contenia | mM EDTA (4cido etilendiaminotetraacético),
1 mM PMSF y 2% (v/v) B-mercaptoetanol] y 4 ml de fenol saturado con 100 mM de
buffer Tris (pH 8,0), mediante la utilizaciéon de un Homogeneizador HH-S-1000
(Hermann, Alemania) a 30000 rpm por 2 min. Posteriormente, los homogenatos se
centrifugaron a 21000 x g durante 15 min a 4 °C, utilizando una centrifuga Hermle Z 383
K (Hermle LaborTechnik GmbH, Alemania). La fase fendlica fue recuperada, mezclada
con cuatro volumenes de acetato de amonio (AMA) 0,1 M, e incubada durante toda la
noche a -20 °C. Los pellets de proteinas se obtuvieron por centrifugacion a 21000 % g
durante 20 min a 0 °C. A continuacion, los pellets se lavaron dos veces con AMA, una
vez con acetona fria (80% v/v) y se secaron a temperatura ambiente. El residuo seco se
re-disolvid en buffer [25 mM Tris (pH 6,8), 1% (p/v) SDS (dodecilsulfato sodico), 10%
(v/v) glicerol, 5% (v/v) B-mercaptoetanol, y 0,002% (p/v) azul de bromofenol].
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3.3.6.2.2. Deteccion de la actividad de las isoenzimas PPO y POD mediante SDS-
PAGE

Para la evaluacion de isoenzimas de PPO se considerd el hecho que la actividad de esta
enzima no es afectada negativamente por bajas concentraciones de SDS (Maki &
Morohashi, 2006), por lo que fue posible realizar geles de actividad para este tipo de
evaluacion a partir del extracto vegetal mediante la técnica de SDS-PAGE (electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio), (Cheng et al., 2007).
De acuerdo con esto, se utilizé un procedimiento similar para la evaluacion de la actividad
de las isoenzimas de POD. Para esto, se sembraron 25 pl de cada extracto proteico en
cada calle de un gel de poliacrilamida de 1,5 mm de espesor, el cual se desarroll6 a una
corriente constante de 40 mA durante 90 min, en un sistema de electroforesis PROTEAN
IT xi cell (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos), (Fig. 34). Para la deteccion de las
isoenzimas de PPO, los geles se cubrieron durante 2 min en papeles absorbentes
empapados previamente en una solucion de catecol al 0,5% (p/v). Posteriormente, éstos
se secaron a 37 °C durante 5 min. Para las isoenzimas de POD, los geles se tifieron
sumergiéndolos en o-dianisidina al 0,2% (p/v) en metanol al 80% (pH 6,0), seguido de la
adicion de 30 mM H»0O». Las bandas que presentaban dicha actividad, correspondientes a
las isoenzimas de POD se evidenciaron luego de 20 min a 37 °C. Los geles fueron

posteriormente enjuagados con agua destilada (Neves & Lorenzo, 1998).

Fig. 34: Sistema de electroforesis PROTEAN II xi cell (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos)

3.3.7. Concentracion de etanol

La concentracion de etanol se determino a partir de la produccion de NADH partiendo de

la extraccion de proteinas de las muestras (Seccion 3.3.6.1.1.) mediante el método

espectrofotométrico (Biicher & Redetzki, 1951), registrando la variacion de absorbancia

a 340 nm utilizando una microplaca (con una capacidad de 300 ul y un paso 6ptico de

1 cm) y un espectrofotometro UV-visible (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH GmbH,
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Alemania). A continuacion, se detallan los reactivos utilizados y las determinaciones

realizadas (Tabla 8). Como estandar se utilizé etanol absoluto p.a. (Biopack, Argentina).

Tabla 8: Reactivos y determinaciones para calcular la concentracion de etanol de una muestra.

Determinaciones
Reactivos - Estandar Extracto
aneo 5% 10% 15% | de muestra
Buffer TRIS, 100 Mm (pH 8,8) 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul
Al-DH (6,25 U/ml)
Aldehido deshidrogenasa de
levadura panadera (Saccaromyces oul 9 ul 9ul 9ul oul
cerevisiae), activada con potasio
(A6338 SIGMA, Alemania)
NAD" (80 mg/ml) 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul
H204 180 ul 180 ul 180 pl 180 pl 180 ul
Etanol absoluto p.a.
(> 99,5%), (Biopack, Argentina) i 5wl 30ul #ul i
Extracto de muestra - - - - 15 ul
H,0q (diferencia) 45 ul 30 ul 15 pl - 30 ul
Lectura de absorbancia a 340 nm, 20 °C
ADH (1/10)
(10000 U/ml)
Alcohol deshidrogenasa de 30 ul 30 ul 30 ul 30 pl 30 pl
Saccaromyces cerevisiae
(A7011-SIGMA, Alemania)

Incubacion 10 min y lectura de absorbancia a 340 nm, 20 °C

Luego de la lectura, se determinaron las diferencias de absorbancias inicial y a los 10 min
(Ainicial Y Atomin), tanto para la muestra como para el blanco. Estas diferencias fueron luego

restadas (Ecuacion 4).
AA = [(A10min — Ainicial) muestra] — [(A10min — Ainicial) blanco ] Ecuacion (4)

De acuerdo con esta ecuacion, la concentracion de etanol se calculd en base a la cantidad
de NADH formada, que de acuerdo con la estequiometria de la reaccion corresponde a la

mitad de la cantidad de sustrato (Ecuacién 5):

clg/l] = ——=2__ « AA Ecuacién (5)

exdxv x1000
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donde, c: contenido de etanol (g/1); V: Volumen final (ml); PM: Peso molecular del etanol
(g/mol); &: coeficiente de extincion molar del NADH (6,22 x10°M™! cm™ a 340 nm); d:

paso optico (cm); v: volumen de la muestra (ml).
3.3.8. Capacidad antioxidante
3.3.8.1. Fenoles totales

La extraccion de fenoles totales se llevo a cabo de acuerdo con Pace et al., (2011) con
algunas modificaciones y la determinacion se realiz6 a través de la técnica propuesta por

Singleton & Orthofer (1999).

Asi, se tomaron porciones de durazno de 2 g y se homogeneizaron con 6 ml de metanol
al 90%. Las muestras tratadas se agitaron en vortex por 2 min, se sonicaron en bafio de
ultrasonido a 40 kHz (HU6150D, Tianjin Heng/Ao Technology Development Co., Ltd,
China) durante 10 min, y se centrifugaron a 10000 % g por 10 min a 4 °C. Se tomaron
20 pl del extracto obtenido (previamente diluido 1/2) y se agregaron 100 ul de reactivo
Folin-Ciocalteu (1/10). La mezcla se agitd en vortex y se dejo reposar por 8 min. A
continuacion, se agregaron 180 pl de una solucidén acuosa de Na,CO3 de 75 g/l, y la
mezcla se dejo reposar durante 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente,

se determind la absorbancia de las muestras a 760 nm en un espectrofotometro UV-visible

(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH GmbH, Alemania).

La curva estandar se realiz6 con acido galico (AG) y se realizaron distintas diluciones,
para garantizar que las lecturas de las muestras estén comprendidas en el rango de la
curva. La solucién estandar de acido galico se prepard disolviendo 25 mg en 250 ml de
agua. Con esto se procedi6 a armar la curva con concentraciones de: 5, 10, 20, 25, 50,
100 y 200 mg/1. Los resultados se expresaron como equivalentes de AG (uM AG /100 g
de fruta).

3.3.8.2. FRAP

Este método evalua la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad
para reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que presenta un maximo de absorbancia a una
longitud de onda entre 590—595 nm (Benzie & Strain, 1996). Para realizar este ensayo se
utilizaron 20 ml de buffer acido acético-acetato de sodio 300 mM (pH 3,6), y se mezcld

con 2 ml de TPTZ 10 mM en HCI 40 mM, y con 2 ml de FeCl3;.6H,0 0,02 mM. Acto
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seguido, se tomaron 200 pl de esta solucion y se mezcld con 50 pl del extracto de muestra
(previamente diluido 1/2). Luego de 60 min de reaccion se determind la absorbancia a
una longitud de onda de 593 nm en un espectrofotometro UV-visible (SPECTROstar
Nano, BMG LABTECH GmbH, Alemania).

La reactividad de los extractos de fruta fue comparada con la del compuesto 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), andlogo a la vitamina E. Para

esto, se construyo una curva estandar con 5 concentraciones diferentes de Trolox (4 mM):
25, 50, 100, 200 y 400 uM. Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox
(UM Trolox/ 100 g de fruta).

3.3.8.3. DPPH

Este método, desarrollado por Brand-Williams et al., (1995), se basa en la reduccion de
la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH por antioxidantes. Con modificaciones
al método descrito por Kim et al., (2002), se prepar6 la solucion DPPH 0,1 mM (1,66 ml)
disuelto en metanol al 80% (8,34 ml). Para la reaccion, se mezclaron 200 pl de esta
solucion con 50 ul de extracto de la muestra (previamente diluida 1/4). Se dejo reposar
30 min y se midi6 la absorbancia a 515 nm utilizando un espectrofotometro UV-visible

(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH GmbH, Alemania).

Se realizé una curva estandar con acido galico (AG), en iguales condiciones que para
determinar fenoles totales, utilizandose metanol como blanco. Los resultados se

expresaron como equivalentes de AG (uM AG /100 g de fruta).
3.3.8.4. ABTS

Este método se fundamenta en la cuantificacion del grado de decoloracion del radical
ABTS", debido a la interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El
radical cationico ABTS" es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm
y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS con persulfato de potasio (Re et al,,

1999).

El radical ABTS" se obtuvo tras la reaccion de 7 mM ABTS con 2,45 mM persulfato
potasico incubados a temperatura ambiente (+ 25 °C) y en la oscuridad durante 16 h. Una
vez formado el radical ABTS", se tomaron 600 pl y se diluyeron con 10 ml de agua. Se
mezclaron 200 pl de esta solucion con 50 pl del extracto de muestra (previamente diluido

1/8) y se dejo reaccionar por 6 min. Finalmente se determin6 la absorbancia a 734 nm
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en un espectrofotometro UV-visible (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH GmbH,

Alemania).

Como estandar, también se utilizo6 Trolox, y los resultados se expresaron como

equivalentes de Trolox (uM Trolox/ 100 g de fruta).

3.3.9. Acidos organicos
3.3.9.1. Extraccion

La extraccion de los 4cidos organicos se realizd de acuerdo con la técnica descripta por
Valente et al., (2011) con algunas modificaciones. Las muestras de tejido de durazno
previamente congeladas en N> liquido y almacenadas a -40 °C se trataron con un
Homogeneizador HH-S-1000 (Hermann, Alemania) a 30000 rpm por 2 min en hielo
granizado y protegidas de la luz. Se pesaron 2 g de cada homogenato y se mezclaron con
5 ml de una solucion acuosa que contenia 10% (p/v) de acido perclérico (HCIO4) y 1%
(p/v) de acido metafosforico (HPO3). Las muestras asi tratadas se agitaron 2 min en vortex
y luego se centrifugaron durante 10 min a 10000 x g a 4 °C. El sobrenadante se separo y

se filtr6 luego con un filtro de nylon de 20 pum, realizandose inmediatamente el analisis.
3.3.9.2. Determinacion

El contenido de 4cido malico, acido citrico y 4cido ascoérbico presentes en las muestras se
determiné utilizando cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria
de masas (HPLC/MS) en fase reversa, con un cromatografo Alliance Waters (Separations
Module n° 2695) equipado con dos bombas y un detector UV/vis de doble longitud de
onda (n° 2996), (Waters™, Estados Unidos), (Fig. 35). La columna que se utilizé fue C18
Pheno Sphere-NEXT, 5 um, 4,6 mm ID x 150 mm, 120 A (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Estados Unidos). Se utilizaron como fase movil: solucion “A” (buffer fosfato potasico
0,01 M, pH 2,5) y solucién “B” (metanol). Se emple6 un flujo isocratico: 85% de solucion
“A” y 15% de solucion “B” durante el tiempo de corrida. El flujo de corrida fue de
0,5 ml/min, el volumen de inyeccion de 10 pl por muestra y la longitud de onda de lectura
de 210 nm (para &cido malico y citrico) y 243 nm (para acido ascorbico). Los resultados

se expresaron como mg de dcido malico/citrico/ascorbico cada 100 g de tejido fresco.
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Fig. 35: Cromatégrafo Alliance Waters (Separations Module 2695) equipado con dos bombas y detector
2996 UV/vis de doble longitud de onda (Waters™, Estados Unidos).

3.3.10. Azucares
3.3.10.1. Extraccion

Las muestras de tejido de durazno previamente congeladas en N> liquido y almacenadas
a -40 °C se homogeneizaron en frio con un Homogeneizador HH-S-1000 (Hermann,
Alemania) a 30000 rpm por 2 min. Se pesaron 2 g de cada homogenato y se mezclaron
con 6 ml de una solucidon de metanol al 90%. Las muestras se agitaron 2 min en vortex y
luego se centrifugaron durante 10 min a 10000 x g a 4 °C. El sobrenadante se separ6 y se

filtr6 luego con un filtro de nylon de 20 um, para analizarlo inmediatamente.
3.3.10.2. Determinacion

La concentracion de azicares presentes en las muestras, en particular la concentracion de
sacarosa, D-glucosa y D-fructosa se determiné utilizando un kit comercial enzimatico
(Sacarosa/D-glucosa/D-fructosa Enzymatic BioAnalysis, Boehringer Mannheim, R-
Biopharm, Alemania). El principio de este método radica en determinar la concentracion
de D-glucosa antes y después de la hidrélisis de la sacarosa, mientras que la D-fructosa
se determina subsecuentemente a la medicion de glucosa. A continuacion, se detallan los

pasos de la determinacion:
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- Determinacion de D-glucosa antes de la inversion: A pH 7,6, la enzima hexoquinasa
(HK) cataliza la fosforilacion de la D-glucosa por adenosina-5’-trifosfato (ATP) con la

formacion simultanea de adenosina-5’-difosfato (ADP), (Reaccion 7).
HK
D-glucosa + ATP —— G-6-P + ATP (Reaccién 7)

En presencia de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), la D-glucosa-6-
fosfato (G-6-P) formada se oxida especificamente por nicotinamida-adenina dinucleo6tido
(NADP) a D-gluconato-6-fosfato con la formacién de nicotinamida-adenina dinucleétido

fosfato reducido (NADPH), (Reaccion 8).

G-6-P+ATP  ZEDH, D-gluconato-6-fosfato + NADPH + H" (Reaccion 8)

Dado que la reaccion es estequiométrica, el NADPH formado, que puede ser medido por

el incremento de la absorbancia a 365 nm, equivale a la cantidad de D-glucosa presente.

- Determinacion de D-fructosa: La hexoquinasa también cataliza la fosforilacion de D-

fructosa a D-fructosa-6-fosfato (F-6-P) con la ayuda de ATP (Reaccién 9).

D-fructosa + ATP ———» F-6-P + ADP Reaccion (9)

Al finalizar la reaccion 9, la F-6-P se convierte en G-6-P por medio de la fosfoglucosa

isomerasa (PGI), (Reaccion 10).

PGI
F-6-p —— G-6-P Reaccion (10)

La G-6-P reacciona con NADP para formar D-gluconato-6-fosfato y NADPH (Reaccion
8). La cantidad de NADPH formado corresponde estequiométricamente a la cantidad de

D-fructosa originalmente presente.

- Inversion enzimatica: A pH 4,6, la sacarosa es hidrolizada por la enzima B-fructosidasa

(invertasa) a D-glucosa y D-fructosa (Reaccion 11).

B-fructosidasa
Sacarosa + H,O ——>  D-glucosa + D-fructosa Reaccion (11)

La determinacion de D-glucosa luego de la inversion (D-glucosa total) se realiza de
acuerdo con el principio detallado anteriormente. El contenido de sacarosa puede
calcularse en consecuencia a partir de la diferencia de la concentracion de D-glucosa antes
y después de la inversion enzimdtica. A continuacion, se detallan los reactivos utilizados

y las determinaciones realizadas, midiendo las absorbancias de las muestras a 365 nm en
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un espectrofotometro UV-visible (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH GmbH,
Alemania) (Tabla 9).

Tabla 9: Reactivos y determinaciones para calcular la concentracion de hidratos de carbono de una

muestra.
Determinaciones
Reactivos
Blanco Muestra Blanco Muestra
sacarosa sacarosa glucosa/fructosa | glucosa/fructosa
Buffer citrato
(pH 4,6) +
B-fructosidasa 20 20wl
(720 U)
Muestra - 40 pl - 40 pl
Mezclar e incubar 15 min a temperatura ambiente
Buffer
trietanolamina
(pH 7,6) + NADP 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
+ATP + sulfato
de magnesio
HxOq4 170 pl 130 pl 180 pl 140 pl

Mezclar, incubar 3 min y leer absorbancia a 365 nm, 20 °C (A1)

Hexoquinasa
(320U0) +
glucosa-6-fosfato 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
deshidrogenasa
(160 U)

Mezclar, incubar 15 min y leer absorbancia a 365 nm, 20 °C (A2)

Fosfoglucosa
isomerasa - - 10 ul 10 pl
(420 U)

Mezclar, incubar 15 min y leer absorbancia a 365 nm, 20 °C (A3)

Luego de la lectura, se determinaron las diferencias de absorbancias (A> — A1) tanto para

el blanco como las muestras. Estas diferencias luego se restaron (Ecuacion 6).

AA =[(A2 — A1) muestra] — [(A2 — A1) blanco] Ecuacion (6)

La diferencia entre AA total D-glucosa (de la muestra de sacarosa) y AAgiucosa (de la
muestra de D-glucosa) da como resultado el AAsacarosa. Para la determinacion de D-
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fructosa, se determinaron las diferencias de absorbancias (A3 — Az) tanto para el blanco
como las muestras (muestras de D-glucosa/D-fructosa). El valor AAp.fructosa corresponde
a la diferencia de absorbancia entre las muestras y el blanco. Para calcular la
concentracion de sacarosa, D-glucosa y D-fructosa, se emple6 por lo tanto la ecuacion 5
(seccion 3.3.7.), considerando en este caso los pesos moleculares de cada hidrato de
carbono y el coeficiente de extincion molar del NADH a 365 nm. Luego los resultados se

expresaron como g de sacarosa/glucosa/fructosa cada 100 g de tejido fresco.
3.3.11. Proteinas de estrés
3.3.11.1. Extraccion de proteinas

fdem procedimiento seccion 3.3.6.2.1. Ademas, las muestras se incubaron a 90 °C durante

2 min antes de sembrarlas en el gel y someterlas a electroforesis.

3.3.11.2. Analisis electroforético

El sistema de electroforesis fue llevado a cabo segun el procedimiento de Laemmli (1970)
en geles de 0,75 mm de espesor. En cada una de las calles fueron sembradas cantidades

iguales de proteinas (40 pg) a partir de los extractos preparados en la seccion 3.3.11.1.

Las proteinas fueron separadas usando geles de proliacrilamida, con una concentracion
en el gel separador del 12,5%, lo cual permite una buena separacion y visualizacion de
las proteinas de PM entre 10 y 200 kDa. Las corridas electroforéticas se realizaron en un
sistema de electroforesis PROTEAN II xi cell (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados
Unidos) a voltaje constante 100 V durante 60 min y luego 130 V durante 30 min. Para
estimar el PM de las diferentes bandas de proteinas se utilizaron proteinas de PM
conocido, en un rango entre 10 y 245 kDa (PanReac AppliChem, Protein Marker VI
prestained, low molecular weight standard). Las bandas de proteinas fueron visualizadas

por tincién con una solucion 0,1% (p/v) de azul brillante Coomasie R-250.

3.3.11.3. Inmunotransferencia

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (tamafio de poro: 0,45 um) durante 60 min a 100 V mediante el accesorio
de transferencia (transferencia himeda) del sistema de electroforesis Protean I1 (Bio-Rad
Laboratories Inc., Estados Unidos), (Fig. 36). Inmediatamente después de la
transferencia, la membrana fue lavada en primer lugar con buffer salino Tris Tween

(BSTT) durante 15 min, y luego bloqueada durante 60 min a 20 °C con una solucion 2%

78



Materiales y Métodos — Analia Colletti

de leche en polvo en BSTT. A continuacién de la etapa de bloqueo, la membrana fue
incubada durante 90 min a 20 °C con el anticuerpo primario [anticuerpo monoclonal
comercial anti-HSP70 (SIGMA, ntimero de catalogo H5147, monoclonal anti-heat shock
protein 70 clone BRM-22), diluido 1:1500 en BSTT + 2% leche en polvo descremada
(para la deteccion las HSP70); o con antisuero policlonal obtenido contra la proteina de
estrés de 21 kDa purificada de extractos de frutos de tomate (HSPC1), dilucion 1:750 en
BSTT + 2% leche en polvo descremada para la deteccion de HSP de bajo peso molecular].
Luego del lavado durante 15 min con solucion BSTT, la membrana fue incubada durante
otros 90 min a 20 °C con el anticuerpo secundario [anti-raton IgG para el caso de anti-
HSP70, o anti-conejo IgG para el caso de anti-HSPCI1, obtenidos ambos en cabra,
conjugado con fosfatasa alcalina (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos) en una
dilucion 1:1500]. Luego de tres lavados de 15 min cada uno con BSTT, la membrana fue
revelada con solucion reveladora (SR) hasta visualizacion de las bandas (Stott, 1989). La
produccion de anticuerpos policlonales se llevo a cabo segun lo descrito por Polenta et
al., (2007).

Reactivos:

BSTT: 0.05% (v/v) Tween 20 en TBS; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM NaCl

SR: 0,4 mM nitroblue tetrazolium chloride (NBT); 0,4 mM 5-bromo-4-chloro-3- indolyil fosfato (BCIP)
en buffer de desarrollo (BD)

BD: 100 mM Tris pH 9,0; 100 mM NacCl; 5 mM MgCl,

Fig. 36: Sistema de electroforesis Protean II (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos) y accesorio de
transferencia (transferencia himeda).

3.3.12. Analisis de imagenes

Los geles y las membranas de los analisis electroforéticos fueron analizados con un
densitometro (GS-800 Calibrated Imaging Densitometer®, Bio-Rad Laboratories Inc.,

Estados Unidos). Las iméagenes fueron capturadas y procesadas mediante el software de
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analisis de imagenes Quantity One 1-D (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos). Una
vez digitalizadas las iméagenes, se determinaron los pesos moleculares aparentes y las
cantidades relativas y absolutas de proteinas correspondientes a las distintas bandas,

mediante las funciones del mencionado software disefiadas para tal fin.

3.3.13. Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados graficamente mediante el software Sigma
Plot (Version 12.3, Systat Software, Inc., Estados Unidos), el cual emplea el algoritmo
Marquardt-Levenberg (Marquardt, 1963).

Con respecto a los analisis estadisticos, se calcularon las medias de los valores
experimentales para cada ensayo y tratamiento. Los datos obtenidos fueron sometidos al
analisis de la varianza (ANOVA) usando el procedimiento GLM (General Linear Model)
del software estadistico SAS OnDemand (SAS Institute, Cary, NC, Estados Unidos).
Cuando los efectos principales no presentaron interacciones entre ellos, la separacion de
medias se realizd mediante las pruebas post hoc de Tukey y/o LSD (Least Significant
Difference), (Snedecor y Cochran, 1989), considerando un p-valor < 0,05 para mostrar

diferencias estadisticamente significativas en los datos presentados en Tablas y Figuras.

El disefio de optimizacion de procesos se realizo utilizando los softwares estadisticos
Statistica (version 7.0, Stat Software, Inc., Estados Unidos) y Python (version 3.10,
Scientific Python Development Environment-Spyder) en conjunto con las librerias de
codigo abierto especificas, tales como: Scikit-learn, Numpy, Seaborn, Pandas y
Matplotlib. En términos de evaluar la aptitud varietal de la materia prima, se aplicaron
métodos estadisticos multivariados, en particular algoritmos de regresion de minimos
cuadrados parciales o Partial least squares regression (PLS regression), utilizando el
software XLSTAT (Addinsoft, Paris, Francia), con el modulo incorporado XLSTAT
Sensory, y para validar los parametros de proceso, se aplico la prueba estadistica -Student
pareada, considerando los valores predichos 6ptimos y experimentales, con el software

estadistico SAS OnDemand (SAS Institute, Cary, NC, Estados Unidos).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayo preliminar. Disefio y puesta a punto de un sistema experimental para

evaluar la aplicacion de irradiacion gamma en duraznos minimamente procesados
4.1.1. Objetivos especificos

El presente ensayo se realizd con el objetivo de poner a punto un sistema experimental
para utilizar en el trabajo de tesis, estableciendo las distintas variables y elementos que lo
constituyen. En base al relevamiento bibliografico y de experiencias previas del grupo de
investigacion, se establecieron las condiciones del disefio del sistema, como por ejemplo:
el sistema de corte, el tamano y forma de las rodajas de durazno, la aplicacion de
tratamientos de preservacion por inmersion en una solucion de antioxidantes, la forma de
envasado, el tipo de film a utilizar, la dosis de irradiaciéon a aplicar, entre otros, para

establecer el proceso de elaboracion de los duraznos minimamente procesados.

Una vez definidas estas variables, se llevdo a cabo el presente ensayo, con caracter
preliminar, para evaluar su efectividad en tres variedades de durazno. Se considerd
oportuno utilizar como variables de seleccion (variables respuesta) las caracteristicas
cromaticas y la firmeza, ya que estas brindan una adecuada aproximacion inicial como

indicadores de calidad del producto.
4.1.2. Resultados

Los parametros cromaticos y de firmeza determinados para las 3 variedades durante el
tiempo de almacenamiento a 4°C se muestran en las Tablas 10, 11 y 12. Los resultados
muestran que, de modo general, el tratamiento de irradiacion no tuvo de por si un efecto

importante sobre los parametros cromaticos L*, C* y h°.

No obstante, L* sufrié una reduccion significativa en las muestras de cv. RS55 sin piel
control y las sometidas a 1,0 kGy (al dia 0) con respecto a las muestras con piel irradiadas,
mientras que al dia 14, lo mismo se observd en las sin piel sometidas a todos los
tratamientos con respecto a las muestras con piel tratadas a 0,5 kGy. Asimismo, para cv.
June Gold, L* present6 los menores valores en las muestras sin piel sometidas a 0,5 kGy
(al dia 0 y 7), asi como también en las muestras de cv. Ruby Prince sin piel a 1,0 kGy (al

dia 14).
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Respecto al parametro C*, solo se evidencio una reduccion de su valor en las muestras
sin piel sometidas a 0,5 kGy en cv. RS55 (al dia 14), diferenciandose (p < 0,05)
unicamente de las muestras con piel tratadas a 1,0 kGy. Ademas, se observd una
disminucién de C* en las muestras sin piel control en cv. June Gold (al dia 7) con respecto

a las con piel control.

En relacién al parametro h°, se visualizo una reduccion solo en aquellas muestras de cv.
RSS55 sin piel sometidas a 1,0 kGy (al dia 14), diferencidandose (p < 0,05) unicamente de
las muestras con piel tratadas a 0,5 kGy. Asimismo, h® disminuy6 de manera significativa
en las muestras de cv. June Gold sin piel tratadas a 0,5 kGy (al dia 0) con respecto a las
sin piel control y también disminuy6 en las sin piel control (al dia 7) con respecto a las
sin piel tratadas a 1,0 kGy. Por su parte, en cv. Ruby Prince, se observ una reduccion de
h° en las muestras con piel sometidas a 1,0 kGy (al dia 0) con respecto a las sin piel, y a
0,5 kGy (al dia 7) con respecto a las con piel control y también se observo una reduccion
de h°® en las muestras sin piel tratadas a 1,0 kGy al dia 14 con respecto a las con piel

irradiadas.

En contraste, los pardmetros L*, C* y h® disminuyeron su valor a medida que avanzo6 el
tiempo de almacenamiento, independientemente de la variedad. En particular este efecto
fue significativo luego de 14 dias de almacenamiento para los parametros L* y h° en las
muestras de cv. RS55 y para el parametro C* en las muestras de cv. June Gold, mientras
en cv. Ruby Prince, una reduccion significativa en C* y h°® se vislumbro6 ya a los 7 dias

de almacenamiento.

Los resultados muestran que la firmeza de los duraznos disminuye significativamente
como consecuencia de la aplicacion de los tratamientos de irradiacion para las tres
variedades y, en general, dentro de las frutas tratadas, se observan menores valores en las
muestras sometidas a las dosis de 1,0 kGy, en comparacién al tratamiento de 0,5 kGy.
Este efecto fue a su vez potenciado por el almacenamiento, el cual produjo una
disminucion significativa de la firmeza en las muestras a partir de los 7 dias de
conservacion. Sin embargo, no hubo diferencias significativas de la misma entre muestras
con y sin piel, exceptuando a las muestras control sin piel de cv. RS55 al dia 14 de
almacenamiento, las cuales presentaron una reduccion significativa de la firmeza con

respecto a las control con piel.
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Tabla 10: Evaluacion de firmeza y parametros cromaticos del sistema CIEL* C* h® determinados en
duraznos minimamente procesados cv. RS55 a diferentes dosis de irradiacion (0; 0,5; 1,0 kGy) durante 0,
7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

cv. RS55
S Tiempo de R Parametros cromaticos
(kGy) Piel almacenamiento N)
g (dias) L* C* h°
si 6,5% 68,924 40,124 89,334
0
no 5,7%4 65,35 41,324 88,924
si 0 4,004 71,134 38,7%4 90,64
0,5
no 3,8bA 68,024 40,284 89,834
si 2,7¢4A 71,024 39,034 88,6%
1,0
no 1,944 66,5% 40,234 88,284
0 si 5,9% 66,4 39,14 83,728
no 4,54 65,44 38,028 85,54
si 7 1,5%8 69,038 37,634 85,48
0,5
no 1,1%8 67,9% 37,7*8B 85,934
Lo si 2,104 65,638 38,934 83,028
’ no 1,4bAB 68,3%A | 39,0 85,3
si 2,6%B 60,228 38,04 79,5%8
0
no 1,3%8 56,7°8 35,328 78,3208
si 14 1,5%8 66,08 37,4%4 81,4
0,5
no 0,88 54,28 33,5% 76,3208
si 0,9°8 62,328 38,124 78,68
1,0
no 1,18 56,38 35,98 74,98

Letras minusculas diferentes representan diferencias entre combinacion tratamiento-piel para cada
tiempo de evaluacion por cada parametro cromatico y de firmeza, segtn test de Tukey (p < 0,05). Letras
mayusculas diferentes representan diferencias debidas al almacenamiento para cada combinacion

tratamiento-piel por cada pardmetro cromatico y de firmeza (p < 0,05).
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Tabla 11: Evaluacion de firmeza y parametros cromaticos del sistema CIEL* C* h® determinados en
duraznos minimamente procesados cv. June Gold a diferentes dosis de irradiacion (0; 0,5; 1,0 kGy)
durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

cv. June Gold
. Tiempo de ) Parametros cromaticos
Dosis ] . Firmeza
(kGy) Piel | almacenamiento )
v (dias) L¥ c* e
si 6,7%4 71,134 40,6 85,204
0
no 6’7aA 69’1abA 41’4aA 86,4aA
si 2,74 68,38 41,34 81,104
0,5 0
no 2,104 64,3 38,7% 79,64
si 1,8bA 69’4abAB 41,3aA 82,9abA
1,0
no 1,804 69,4204 42,024 85,54
si 1,828 71,634 39,084 82,70AB
0
no 3,38 69,4204 36,28 80,08
s 1,20AB 72,4%4 37,7%" 82,804
0,5 7
no 0,98 68,5 37,024 82,34
si 1,6°AB 71,44 37,7%8 82,74
1,0
no 1,5 70,0204 37,804 83,8%AB
si 2,448 70,624 36,448 81,18
0
no 1,628 69,82 36,948 81,5%8
si 14 0,88 72,5% 35,2%¢ 82,04
0,5
no 0,88 67,8% 37,5% 79,8%4
si 0,98 67,08 36,98 79,44
1,0
no 0,9 66,7* 40,284 80,58
Letras minusculas diferentes representan diferencias entre combinacion tratamiento-piel para cada
tiempo de evaluacion por cada parametro cromatico y de firmeza, seglin test de Tukey (p < 0,05). Letras
mayusculas diferentes representan diferencias debidas al almacenamiento para cada combinacion
tratamiento-piel por cada pardmetro cromatico y de firmeza (p < 0,05).
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Tabla 12: Evaluacion de firmeza y parametros cromaticos del sistema CIEL* C* h® determinados en
duraznos minimamente procesados cv. Ruby Prince a diferentes dosis de irradiacion (0; 0,5; 1,0 kGy)
durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

cv. Ruby Prince
. Tiempo de . Parametros cromaticos
Dosis c . Firmeza
(kGy) Piel | almacenamiento N)
v (dias) L* c* he
st 7,64 75,4%4 41,44 89,64
0
no 8,334 73,734 41,44 90,64
si 6,74 76,3%A 39,5% 91,3404
0,5 0
no 6,724 74,5% 40,44 89,2304
s 4.8~ | 7450 | 4270 | 874
1,0
no 2,74 76,3% 39,724 91,7%4
s 5,4%AB 76,0%4 36,98 88,0°AB
0
no 6,6 74,6 38,1% 87,7AB
si 1,18 74,434 39,32 85,408
0,5 7
no 1,704 73,824 37,48 86,08
si 1,58 72,92 38,0%8 87,0204
1,0
no 1,6°8 73,8% 37,4248 87,028
s 2,128 70,828 35,8%8 85,218
0
no 3,328 72,624 35,9 85,58
st 14 1,58 74,7% 35,48 87,6
0,5
no 1,904 71,24 36,248 84,78
si 1,6°8 74,334 36,2%8 87,5
1,0
no 1,88 67,7°8 36,028 82,1°%¢
Letras minusculas diferentes representan diferencias entre combinacion tratamiento-piel para cada
tiempo de evaluacion por cada parametro cromatico y de firmeza, seglin test de Tukey (p < 0,05). Letras
mayusculas diferentes representan diferencias debidas al almacenamiento para cada combinacion
tratamiento-piel por cada pardmetro cromatico y de firmeza (p < 0,05).

4.1.3. Discusion

El color representa en productos frutihorticolas uno de los atributos de calidad mas
importantes, ya que esta estrechamente relacionado con la apariencia, y es la primera
caracteristica que percibe el consumidor para juzgar la calidad de un producto. Desde el

punto de vista fisico, el mismo puede ser definido como el impacto de la luz
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correspondiente al espectro visible (390 a 760 nm) sobre la retina humana. En las frutas
y hortalizas, el color estd condicionado mayormente por la composicion de pigmentos,
que se ven afectados durante el proceso de maduracion. Generalmente, el pardmetro de
tono (hue - h°), es el mas importante en la apreciacion de la calidad de frutas y hortalizas
(Florkowski et al., 2014). La disminucion de los parametros cromaticos L*, C* y h°
observada en mayor medida por efecto del almacenamiento, esta principalmente asociada
a la pérdida de blancura, a la disminucion de la saturacion del color y al cambio de tono
del amarillo al anaranjado/amarronado, respectivamente. Todos estos fendmenos estan
relacionados con la degradacion de pigmentos y con el desarrollo de pardeamiento
enzimatico. Es importante considerar, que en este ensayo se utiliz6 un envase de alta
permeabilidad al oxigeno. Probablemente por esta caracteristica, y, de acuerdo con la
interpretacion de los resultados, el mismo no habria prevenido adecuadamente el
desarrollo de los fendmenos bioquimicos alterantes involucrados en el cambio de color
de las frutas durante el almacenamiento refrigerado, permitiendo que el intercambio de
oxigeno promueva la generacion de radicales libres debido a la irradiacion, y afectando
asi a los pigmentos naturales de las frutas. En estas alteraciones tienen un papel muy
importante las actividades de las enzimas oxidativas PPO y POD, las cuales promueven
reacciones y cambios estructurales que conllevan al pardeamiento y a la pérdida del color

(Ferrer et al., 2005).

Por su parte, la textura refleja, a nivel sensorial, las propiedades estructurales, mecéanicas
y superficiales de los alimentos, tal como son percibidas a través de los sentidos de la
vision, el oido, el tacto y la cinestesia. Esta tltima comprende la sensacion de presencia,
movimiento y posicion resultante de la estimulacion de las terminales nerviosas. Para
hacer una aproximacion instrumental de la textura de un alimento, los analisis mas
utilizados son los tests de compresion simple y los tests de puncion. Estas técnicas
consisten en someter a las muestras al efecto de una fuerza ejercida por una sonda y
obtener, durante la misma, la curva de fuerza que opone la muestra al avance de la sonda
vs tiempo. En el test de puncion se define como dureza o firmeza a la altura del pico de
fuerza méaxima registrado durante la puncion de la sonda. Existen numerosos trabajos en
distintos alimentos que muestran una buena correlacion entre los pardmetros
instrumentales (utilizando el test de puncion) y el analisis sensorial de textura (Bourne,
2002), incluidos los productos minimamente procesados (Giacalone & Chiabrando, 2013;

Lana et al., 2007; Saftner et al., 2005).
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Los resultados del presente ensayo preliminar se correlacionan con estudios previos, que
muestran que los tratamientos de irradiacion inducen en los tejidos vegetales diversos
cambios fisiologicos, siendo uno de los mas notorios el ablandamiento de los tejidos
(Kader, 1986). Se considera que este fendmeno esta en general asociado a la modificacion
de la estructura de la pared celular, siendo los principales factores los mencionados a

continuacion:

— La despolimerizacion parcial de los polisacaridos de la pared, principalmente
celulosas, hemicelulosas, y la solubilizacion de pectinas (D’ Ambrosio et al., 2013;
D’Amour et al., 1993; Fruk et al., 2014),

— La accién de enzimas como poligalacturonasa (PG), pectinmetilesterasa (PME),
endo-1,4-B-glucanasa, a-arabinosidasa y B-galactosidasa, entre otras (Rodriguez-
Félix et al., 2011),

— El dafo sufrido por la membrana celular, que resulta en pérdida de agua
intracelular, provocando pérdida de turgencia de las células (Voisine et al., 1993;

Willemot et al., 1996).

Cabe recordar que la firmeza es frecuentemente utilizada para establecer el grado de
madurez de muchas especies frutales y representa también un indicador de su vida util
potencial (Gutiérrez et al., 2007). En el caso tipico de los duraznos, este pardmetro
disminuye de manera importante con el avance de la maduracion (Orazem et al., 2013;
Rodriguez-Félix et al., 2011; Victoria-Escamilla et al., 2013). Esto se evidencia en los
datos del presente ensayo, en donde se observa un ablandamiento de las frutas con el
aumento del tiempo de almacenamiento, provocando la aplicacion de los tratamientos de

irradiacion una disminucion adicional de la firmeza.

El alto poder de penetracion de la materia propia de los rayos gamma, descripto en la
seccion 1.6.4., ademas de garantizar una adecuada homogeneidad de la dosis, explicaria
el hecho de que la piel no interfiera de manera significativa sobre el efecto de los
tratamientos de irradiacion en las rodajas. En contraposicion, algunas diferencias
encontradas con respecto a las muestras con y sin piel, principalmente en los parametros
cromaticos, podrian estar asociadas al efecto propio del procesamiento minimo sobre las
muestras sin piel, dado que los tejidos vegetales se encuentran expuestos en mayor
medida a los dafios fisicos y fisiologicos. Por lo tanto, para los proximos ensayos se

decidio trabajar con muestras de durazno con piel.
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4.1.4. Conclusiones

En base a los resultados del ensayo preliminar, pudo disefarse un sistema experimental
que probo ser exitoso para encarar los objetivos propuestos en la presente tesis. Ademas,
se aplicaron tratamientos de irradiacion gamma a dosis recomendadas por la bibliografia.
En cuanto a los parametros cromaticos, se observd que es necesaria una barrera adicional
para controlar efectivamente el pardeamiento enzimatico. En cuanto a la firmeza, los
resultados sugieren experimentar nuevamente el efecto de la irradiacion en otras
variedades, para evaluar el potencial efecto varietal. Para optimizar el sistema, se decidi
ensayar en los préximos experimentos unicamente muestras de durazno con piel y evaluar
el uso de films con una menor permeabilidad al oxigeno, de manera de minimizar los
procesos de oxidacion y contribuir a una mejor conservacion del producto. Luego de la
realizacion de este ensayo, se planteo la necesidad de incorporar a los proximos estudios
la evaluacion de distintos parametros bioquimicos, en especial aquellos asociados a la

actividad enzimadtica y la capacidad antioxidante.
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4.2. Capitulo 1: Efecto de la aplicacion de irradiacion gamma y envasado en
atmosferas modificadas sobre aspectos morfoldgicos y fisicoquimicos de duraznos

minimamente procesados
4.2.1. Objetivos especificos

Una vez definido un sistema general de procesamiento y envasado en los ensayos
preliminares, el siguiente paso fue la optimizacion de las condiciones del procesamiento
por irradiacion y la evaluacion de la aptitud de diferentes variedades de duraznos para
este tipo de proceso. Ademads, se profundizd el estudio incorporando el analisis de
distintos aspectos fisicos, morfoldgicos y bioquimicos de relevancia, a fin de comprender
mejor el efecto de los tratamientos sobre la calidad del producto irradiado. Paralelamente,
se incorpor6 a los ensayos el andlisis de diferentes parametros sensoriales, para

caracterizar al producto y evaluar los efectos de la tecnologia sobre los mismos.
4.2.2. Resultados

A continuacidn, se presentan las imagenes de muestras de durazno cv. Forastero y Ruby
Prince, controles (sin irradiar) y tratadas por irradiaciéon a 1,0 kGy al dia 14 del
almacenamiento refrigerado, las cuales no mostraron entre si diferencias apreciables en

cuanto a los aspectos visuales (Fig. 37).

Para corroborar que la aplicacion del tratamiento de irradiaciéon no haya producido un
aumento significativo de la temperatura en el producto durante el proceso, se presenta en
la Figura 38 el registro de temperatura durante el tratamiento de irradiacion, incluyendo
las etapas de preparacion previas, aplicacion in situ de rayos gamma y la salida posterior
al tratamiento. Considerando la tasa de dosis informada por CNEA (1,9 kGy/h), la
duracion total del proceso de irradiacion propiamente dicho fue de aproximadamente
0,53 h, con una dosis establecida de 1,0 kGy, registrandose durante la aplicacion un

aumento de temperatura de tan solo 1 °C.

Por otro lado, la Tabla 13 describe la composicion gaseosa del espacio de cabeza de las
bandejas envasadas para cada dia de almacenamiento estudiado. Inmediatamente después
de la aplicacion de los tratamientos, el consumo de O> y la produccion de CO»
aumentaron, lo que se acentud durante el almacenamiento refrigerado. Tras 14 dias de
almacenamiento, la composicion de O vari6 del 19 al 10%, mientras que la composicion

de CO7 aumento del 3 al 15%.
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Fig. 37: Duraznos minimamente procesados cv. Forastero y cv. Ruby Prince a dosis de irradiacion

(0; 1,0 kGy).

(A) Forastero 0 kGy; (B) Forastero 1,0 kGy; (C) Ruby Prince 0 kGy; (D) Ruby Prince 1,0 kGy.
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Fig. 38: Mapeo de la temperatura de duraznos minimamente procesados durante el tiempo de aplicacion
de los tratamientos de irradiacion gamma a 1,0 kGy (1,76 h), incluyendo la etapa de preparacion (0,49 h),

la exposicion a rayos gamma (0,53 h) y la etapa de salida (0,74 h).

90



Resultados y Discusion — Analia Colletti

Tabla 13: Analisis de la composicion gaseosa del espacio de cabeza de las bandejas envasadas de
duraznos minimamente procesados, durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

Composicion gaseosa
Tiempo de almacenamiento Concentracion O, Concentracion CO;
(dias) (Y0) (%)
0 19,1 £0,1 34+£0,2
7 11,3£1,5 10,9+ 1,6
14 10,0+ 1,3 154+ 1,6

Parametros cromadticos

Los resultados de este ensayo indican que el tratamiento de irradiacion no tuvo un efecto
importante sobre los parametros cromaticos (Tabla 14). En particular, el parametro L* no
mostr6 diferencias significativas en cv. Ruby Prince por efecto del tratamiento ni del
almacenamiento, mientras que sélo se observo una disminucién significativa en las

muestras tratadas de cv. Forastero, aunque inicamente al dia inicial de conservacion.

Con respecto a C*, este parametro también sufrié una significativa reduccion de su valor
en ambas variedades, sobre todo al dia 14 de almacenamiento, ligado a la disminucién de
la saturacion del color. Sin embargo, se observa en cv. Forastero que C* resultd siempre

mayor en las muestras tratadas.

En relacién con el parametro h°, el mismo disminuyd significativamente durante el
almacenamiento para las muestras control de ambas variedades, mientras que en las
muestras irradiadas se observo en cv. Forastero una disminucion de este parametro al dia
0, el cual se mantuvo en el tiempo; en cambio, en el caso de cv. Ruby Prince, no hubo
diferencias significativas en este pardmetro entre los distintos tratamientos. Ademas, a
diferencia de las muestras control, en las muestras tratadas de esta variedad no se observo

una disminucidn en el valor de h® durante el almacenamiento.
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Tabla 14: Parametros cromaticos del sistema CIE L* C* h°® determinados en duraznos minimamente
procesados cv. Forastero y Ruby Prince a dosis de irradiacion (0; 1,0 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de
almacenamiento a 4 °C.

Cv.
; Tiempo de .
Parametros Forastero Ruby Prince
.. almacenamiento
cromaticos ;
(dias) Dosis (kGy)
0 1,0 0 1,0
0 74,934 72,3%8 75,034 75,834
L* 7 75,834 75,534 76,434 76,434
14 75,834 74,0348 74,624 75,934
0 40,04 42,54 40,0°4 39,44
C* 7 36,98 39,48 38,834 39,284
14 36,78 37,68 36,88 36,8%
0 92,534 88,54 90,334 90,6
h° 7 87,928 88,5%4 89,1348 89,74
14 88,48 86,82 87,58 90,0%
Para cada variedad y por cada pardmetro cromatico, letras mintsculas diferentes en cada fila representan
diferencias entre tratamientos en cada tiempo de evaluacion, segln test de Tukey (p < 0,05) y letras
mayusculas diferentes en cada columna representan diferencias debidas al almacenamiento para cada
tratamiento (p < 0,05).

Firmeza

Los resultados del presente ensayo muestran que, para ambas variedades, la aplicacion
del tratamiento de 1,0 kGy disminuy¢ significativamente la firmeza de los duraznos (Fig.
39 Ay B). Sedestaca, en ambas variedades, que si bien en las muestras control los valores
iniciales fueron mayores, la reduccion de la firmeza debido al proceso de maduracién

durante el almacenamiento se evidencidé de forma mas acelerada que en las muestras
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irradiadas. Por el contrario, las muestras irradiadas de cv. Forastero no presentaron
diferencias significativas en este pardmetro durante todo el almacenamiento,
manteniéndose sus valores constantes a través del tiempo, mientras que las muestras
irradiadas de cv. Ruby Prince presentaron este mismo comportamiento sélo hasta el dia
7 de almacenamiento. Al igual que en el ensayo preliminar, esto indicaria que, a pesar de
la reduccion de firmeza inicial, la irradiacién induce una mayor estabilizacion de la
firmeza durante el almacenamiento, lo cual constituye un aspecto positivo del tratamiento
de irradiacion. Las diferencias observadas entre las variedades ensayadas mostraron la

importancia de incluir en este tipo de estudios la evaluacion de la aptitud varietal.
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Fig. 39: Evaluacion de firmeza determinada en duraznos minimamente procesados a dosis de irradiacion
(0; 1,0 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.
(A) cv. Forastero: (m) 0 kGy, (m) 1,0 kGy; (B) cv. Ruby Prince: (m) 0 kGy, (=) 1,0 kGy.
Para cada variedad, letras minusculas diferentes representan diferencias entre tratamientos en cada tiempo
de evaluacion, segun test de Tukey (p < 0,05) y letras mayusculas diferentes representan diferencias
debidas al almacenamiento para cada tratamiento (p < 0,05).
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Analisis sensorial

En la Tabla 15 se presentan las evaluaciones realizadas para cada una de las muestras al

dia inicial de almacenamiento.

Tabla 15: Perfil sensorial de duraznos minimamente procesados cv. Forastero y Ruby Prince a dosis de

irradiacion (0; 1,0 kGy) al dia inicial de almacenamiento a 4 °C. Escala 0 — 10 puntos.

cv.
. . Forastero Ruby Prince
Propiedad sensorial
Dosis (kGy)
0 1,0 0 1,0
< Intensidad de color 4,8° 6,1° 8,12 8,0?
Q
Z Homogeneidad 4,8 6,0 3,5 3,4
-]
% Brillo 0,1° 0,1° 0,1° 2,5
A
< Deshidratacion 0,0? 0,0? 0,0° 0,0°
Intensidad total 4,12 4,22 2,3b 4,82
& Durazno 1,00 3,1° 1,20 3,0°
3 Verde 2,10 2,0° 3,10 RG
Sobremaduro 0,02 0,02 0,32 0,22
o Amargo 2,0° 2,0° 1,92 2,12
[
% Dulce 2,0° 3,0° 0,6° 2,1%
= Acido 2,10 1,00 4,8 1,9
Intensidad total 4,0° 6,0 4,0° 6,1°
no: Durazno 3,0 5,02 1,4° 5,12
2 Verde 3,1° 2,0° 5.4° 2,0°
—
= Astringente 0,12 1,02 0,28 0,32
Pasado/Fermentado 0,12 0,12 0,12 0,22
é Dureza 6,0 2,1° 7,92 2,0°
o Jugosidad 4,1° 4,9° 2,20 4,9°
= Q
E = Crujiente 6,1 1,0 7,9 1,0
Pastoso 0,12 0,02 0,28 0,42
Para cada variedad y por cada descriptor sensorial, letras mintsculas diferentes en cada
fila representan diferencias entre tratamientos al dia inicial de almacenamiento a 4 °C,
segun test de Tukey (p < 0,05).
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Observando los datos obtenidos de las muestras de ambas variedades, los cambios mas
pronunciados estuvieron dados para:

— Apariencia: Intensidad y homogeneidad de color; brillo

—  Olor: Intensidad total; durazno; verde

— Gusto: dulce; acido

—  Flavor: Intensidad total; durazno; verde

— Textura bucal: Dureza; jugosidad; crujiente

En primer lugar, los resultados de percepcion de la apariencia evidencian un aumento
significativo de la intensidad y homogeneidad de color en las muestras tratadas de cv.
Forastero, coincidente con el aumento de C*, mientras que la percepcion del brillo

aumento (p < 0,05) para las muestras tratadas de cv. Ruby Prince.

Ademas, los resultados de percepcion de olor evidencian que las muestras de Ruby Prince
tratadas fueron las que presentaron mayor intensidad en esta propiedad sensorial. Por otra
parte, la percepcion del descriptor “olor a durazno” aumentd de manera significativa tanto
en las muestras irradiadas de Forastero como en las de Ruby Prince, lo cual sugiere una
mayor liberacién o aumento de la concentracion de compuestos volatiles tipicos de los
duraznos, como el benzaldehido. Asimismo, esto se relaciona directamente con la
disminucion de percepcion de “olor a verde” que se observa en las muestras tratadas de
la variedad Ruby Prince. Todos estos cambios en los descriptores del olor estan
vinculados probablemente a la aceleracion inicial de la maduracion causada por la

irradiacion.

En cuanto a los gustos basicos y flavor, los resultados mostraron una tendencia similar a
la de los descriptores del olor. Para intensidad total y sabor a durazno, correspondientes
al flavor, las muestras irradiadas a 1,0 kGy de ambas variedades presentaron una mayor
intensidad (p < 0,05) con respecto a las muestras sin irradiar. Respecto a los descriptores
sabor verde y gusto acido, las muestras control presentaron los mayores scores de
intensidad, pudiendo relacionar este descriptor con el sabor de los frutos inmaduros. Por
otra parte, la percepcion del descriptor dulce fue mas intensa para las muestras tratadas,
vinculado probablemente a la degradacion de hidratos de carbono y su conversion en
azlucares simples solubles, de mayor poder endulzante. Esto explicaria la mayor

percepcion del gusto dulce.
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En relacion con los descriptores de textura bucal, los resultados de este ensayo muestran
que en las muestras irradiadas en dosis de 1,0 kGy, de ambas variedades, se presentd una
menor percepcion de dureza y sensacidn menos “crujiente” respecto a las muestras
control, lo cual se correlaciona de manera estrecha con los resultados obtenidos en la
medicion instrumental de firmeza. Con respecto al descriptor de jugosidad, en las
muestras irradiadas a 1,0 kGy de ambas variedades se presentd una mayor percepcion

(p <0,05) de este atributo en relacion con las muestras control.

Los resultados de andlisis sensorial presentados evidencian una tendencia similar a lo
observado en los andlisis fisicoquimicos sugiriendo, de igual manera, que la exposicion
al tratamiento de irradiacion de 1,0 kGy provoca en las rodajas de durazno una aceleracion

inicial de la maduracion.

Andlisis de la microestructura por microscopia optica

Para complementar las evaluaciones, se analizé mediante estudios de microscopia dptica
y de fluorescencia, la microestructura del tejido parenquimatico de las muestras control y
tratadas con 1,0 kGy correspondientes al cv. Ruby Prince a los 7 dias de almacenamiento

refrigerado.

Los resultados evidenciaron, en las micrografias de las muestras control, la presencia de
estructuras reproductivas y micelios de hongos, cuando alin esta condicion no era
perceptible macroscopicamente (Fig. 40A). Contrariamente, las muestras expuestas a
irradiacién no presentaron desarrollo fingico (Fig. 40B), lo que evidencia que el
tratamiento de 1,0 kGy previno de manera exitosa el desarrollo fingico durante el

almacenamiento en las muestras irradiadas.
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Fig. 40: Micrografias opticas de muestras de tejido parenquimatico de durazno minimamente procesado,
cv. Ruby Prince al dia 7 de almacenamiento a 4 °C: (A) Control (0 kGy); (B) tratadas con irradiacion
gamma (1,0 kGy). Barras blancas: 100 um.
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Ademas, se evalu6 la integridad de las membranas celulares mediante el uso de un
colorante supravital, el fluorescein diacetato (fda). Los resultados de los analisis por
microscopia de fluorescencia evidenciaron en las muestras sin irradiar, que al ser
efectivamente retenido el compuesto fda por la vacuola y clivado por las esterasas
intracelulares, las micrografias presentaron la tipica fluorescencia de la fluoresceina. Este
hecho muestra que el metabolismo celular estd activo, y sus membranas perfectamente
conservadas (Fig. 41 A y B). Por su parte, las muestras irradiadas a 1,0 kGy presentaron
una cierta reduccion de la fluorescencia y una textura granulada indicando, o bien una
leve pérdida de integridad de las membranas celulares, o una menor accién de las
esterasas (Fig. 41 C y D). Esto podria correlacionarse con la disminucion de firmeza, lo

cual fue detectado tanto en las mediciones instrumentales como por el panel sensorial.

Fig. 41: Micrografias de fluorescencia de distintas muestras de tejido parenquimatico de durazno
minimamente procesado tratadas con fluorescein diacetato (fda), cv. Ruby Prince al dia 7 de
almacenamiento a 4 °C. (A) y (B) Control (0 kGy); (C) y (D) tratadas con irradiacion gamma (1,0 kGy).
Barras blancas: 100 pm.
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Evaluacion de enzimas alterantes

La presente seccion de la investigacion se centra en la medicion de la actividad de las
enzimas relacionadas con las principales alteraciones fisioldgicas sufridas por este tipo
de producto (fruta minimamente procesada) en general, y por los duraznos en particular.
En este sentido, se conoce que el dafio mecanico sufrido por el corte de los tejidos altera
su compartimentalizacion y pone en contacto a distintos compuestos fenolicos con la
enzima PPO, la cual, en presencia de oxigeno, cataliza reacciones que provocan la
oxidacion de dichos compuestos resultando en el denominado pardeamiento enzimatico.
En este proceso de alteracion juega también un papel importante la enzima POD, la cual
cataliza reacciones que provocan, ademas, cambios en el sabor y pérdidas en la calidad

nutricional de las frutas.

Por otra parte, las frutas, al respirar, consumen oxigeno y liberan didxido de carbono.
Dado que este tipo de producto es envasado en films de permeabilidad reducida a los
gases, si la concentracion de oxigeno en el espacio de cabeza disminuye por debajo de un
cierto valor critico, se produce el cambio de metabolismo aerdbico a uno fermentativo.
Ademas de las alteraciones que ocurren a nivel de los tejidos, el cambio a este tipo de
metabolismo puede evidenciarse por la induccion de la enzima ADH y la produccion de
etanol. Este ultimo representa uno de los principales productos de la reaccidn, y se asocia
a su vez al desarrollo de los denominados off-flavors. De esta forma, el objetivo de esta
parte del estudio fue evaluar el efecto de los tratamientos de irradiacion sobre la actividad
de estas enzimas y la produccion de etanol, de modo de monitorear, mediante estos

indicadores, ¢l desarrollo de las alteraciones mencionadas.

Los resultados muestran que el tratamiento de irradiacion de 1,0 kGy provocod la
reduccion de la actividad de la enzima PPO (aproximadamente en un 16% para cv.
Forastero y 25% para cv. Ruby Prince, en esta ultima variedad siendo estadisticamente
significativa), (Fig. 42A). Como se constato en analisis previos, la variedad constituye un
factor importante que influye sobre el efecto evaluado. Asi, en la misma Figura se
evidencia que al dia 14 de almacenamiento, las muestras de cv. Forastero irradiadas a
1,0 kGy presentaron una actividad similar a la de las muestras sin irradiar, mientras que
para cv. Ruby Prince, se acentu6 el efecto inhibitorio sobre este enzima, lograndose una

reduccion de aproximadamente un 30% (p < 0,05).
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Respecto a la enzima POD, los resultados del presente ensayo indican que el tratamiento
de irradiaciéon provocod, en ambas variedades, un aumento inicial de la actividad
enzimatica, por efecto del estrés causado por el proceso. Sin embargo, este aumento se
revirtio durante el almacenamiento, observandose al dia 14, valores de actividad
significativamente menores (p < 0,05) en las muestras irradiadas a 1,0 kGy con respecto

a las muestras control (Fig. 42B).
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Fig. 42: Actividad enzimatica en duraznos minimamente procesados de diferentes cultivares, a dosis de
irradiacion (0; 1,0 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.
(A) Actividad polifenoloxidasa (PPO); (B) Actividad peroxidasa (POD).
(@) Forastero 0 kGy, (V¥) Forastero 1,0 kGy, (M) Ruby Prince 0 kGy, (#) Ruby Prince 1,0 kGy.
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Respecto a la enzima ADH, no se observaron en general diferencias significativas en su
actividad entre muestras control e irradiadas a 1,0 kGy, independientemente de la
variedad y del tiempo de almacenamiento (Tabla 16). Por otro lado, se observo al dia 14
de almacenamiento un aumento significativo (p < 0,05) en la concentracion de etanol en

las muestras de cv. Ruby Prince (Tabla 17).

Tabla 16: Actividad enzimatica alcohol deshidrogenasa (ADH) en duraznos minimamente procesados cv.
Forastero y Ruby Prince, a dosis de irradiacion (0; 1,0 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a

4 °C.
Enzima ADH (mU/g de peso himedo de fruta)
Tiempo de Dosis (kGy)
cv. almacenamiento
(dias) 0 1,0

0 8,5% 7,334

Forastero 7 8,134 6,74

14 8,84 9,7:4

0 8,434 11,64

Ruby Prince 7 10,44 9,3

14 8,7% 11,624
Para cada variedad, letras minusculas diferentes en cada fila representan diferencias
entre tratamientos en cada tiempo de evaluacion, segun test de Tukey (p <0,05) y letras
mayusculas diferentes en cada columna representan diferencias debidas al

almacenamiento para cada tratamiento (p < 0,05).
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Tabla 17: Concentracion de etanol en duraznos minimamente procesados cv. Forastero y Ruby Prince, a
dosis de irradiacion (0; 1,0 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

Concentracion de etanol (mg/l)
Tiempo de Dosis (kGy)
cv. almacenamiento
(dias) 0 1,0

0 ND*A ND*A

Forastero 7 ND# 5,44

14 ND* ND

0 ND*A ND*A

Ruby Prince 7 8,434 ND*A

14 65,98 58,58
ND: No detectado. Para cada variedad, letras mintsculas diferentes en cada fila
representan diferencias entre tratamientos en cada tiempo de evaluacion, segun test de
Tukey (p < 0,05) y letras mayusculas diferentes en cada columna representan

diferencias debidas al almacenamiento para cada tratamiento (p < 0,05).

Fenoles totales y Capacidad antioxidante

Los resultados de la evaluacion de la capacidad antioxidante y del contenido de fenoles
totales evidencian un importante efecto varietal intrinseco, el cual se refleja en la
diferencia observada entre las muestras control de ambas variedades al inicio de la
conservacion, siendo mayor el valor para cv. Forastero (Fig. 43). En consecuencia, seria
de esperar que el efecto de la irradiacion sobre los compuestos antioxidantes sea también
diferente en ambas variedades. Se visualiza un aumento significativo del contenido de

fenoles totales en cv. Forastero irradiado a 1,0 kGy, particularmente al dia 7 (Fig. 43A).

Por otra parte, es importante mencionar que, para una adecuada evaluacion de la
capacidad antioxidante, se aconseja en general su determinaciéon mediante distintos
métodos que aborden diferentes criterios de andlisis, por lo que en el presente trabajo se
utilizaron los métodos de FRAP (poder reductor), DPPH y ABTS (efectividad en la

captacion de radicales y electrones, respectivamente).
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Los resultados del presente ensayo evidenciaron, en el anélisis por el método FRAP, una
tendencia similar a la obtenida en la medicion del contenido de fenoles totales. Asi, el
potencial antioxidante reductor, medido por este método, presentdé un aumento
significativo en las muestras irradiadas de cv. Forastero solo al dia 7 de almacenamiento

(Fig. 43B).
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Fig. 43: Fenoles totales y capacidad antioxidante en duraznos minimamente procesados cv. Forastero y
Ruby Prince, a dosis de irradiacion (0; 1,0 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C. (A)
Fenoles totales; (B) FRAP; (C) DPPH; (D) ABTS.

(@) Forastero 0 kGy, (¥) Forastero 1,0 kGy, (M) Ruby Prince 0 kGy, () Ruby Prince 1,0 kGy.

Por su parte, los otros dos andlisis evidenciaron la misma tendencia descripta
anteriormente, una neutralizacion mayor tanto del radical DPPH como del compuesto
ABTS en las muestras irradiadas a 1,0 kGy con respecto a las muestras control en cv.
Forastero, particularmente durante el dia 7 de almacenamiento (Fig. 43 C y D). Este
fenémeno podria estar relacionado con el aumento de fenoles totales por efecto de la
irradiacion, ya que los mismos tienen la capacidad en frutas de interactuar con los
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radicales libres para ejercer el rol antioxidante. Sin embargo, las muestras de cv. Ruby
Prince no mostraron diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a la

neutralizacion de los radicales DPPH y ABTS.

4.2.3. Discusion

La presente investigacion mostro que la temperatura interna de la fruta aumentd
solamente alrededor de 1,0 °C durante el tratamiento con irradiacion a 1,0 kGy, lo que
concuerda con el valor estimado mediante la informaciéon reportada en la literatura,
considerando el hecho de que una dosis absorbida de 1,0 kGy equivale en energia térmica

a un aumento de la temperatura de 0,24 °C en 1 g de agua (ver seccion 1.6.5.). Es

importante mencionar que el contenido de agua de los duraznos amarillos se estima en
casi el 88,9 % (USDA, National Nutrient Database, 2019). La ligera diferencia de
temperatura de los duraznos en el ensayo con respecto al valor tedrico puede explicarse
por el hecho de que el tratamiento de irradiacion no se aplica, por la estructura disponible
en CNEA, en condiciones de refrigeracion, permaneciendo las muestras a temperatura

ambiente.

Por otra parte, se resalta el hecho de que en este ensayo se optimizaron las condiciones
de preservacion, al utilizar un sistema de envasado de baja permeabilidad a los gases. En
este sentido, diversos estudios informan que los sistemas de packaging con films del tipo
de alta barrera al oxigeno disminuyen la descomposicion interna y extienden la vida util
poscosecha de las frutas minimamente procesadas, al reducirse las tasas de respiracion y

el pardeamiento (Ali et al., 2016; Dong et al., 2022).

Una ventaja adicional de este sistema es que, al ser el envase poco permeable a los gases,
aumenta el contenido de didxido de carbono en el espacio de cabeza. Este gas compite
por los receptores de etileno, y protege a los tejidos de la pérdida de proteinas de
membrana inducida por la irradiacion (Kheshti ef al., 2019). Por lo tanto, considerando
los principios de la tecnologia de obstaculos (Ali et al., 2019), puede esperarse que la
irradiacion, en combinacion con este tipo de envasado, represente una tecnologia
promisoria para el control de los microorganismos y el retraso de la maduracién (Janave
& Sharma, 2005; Lurie, 1993; Mathew, et al., 2007). Sin embargo hay que remarcar que
la cantidad de muestra en cada bandeja es pequeiia en relacion al tamafo de envase, por
lo que si se pensara en una potencial situacion comercial, se deberia idear una estrategia

con atmosferas modificadas especifica para el packing comercial.
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Respecto a los pardmetros cromaticos, los resultados fueron similares a los del capitulo
anterior, dado que el tratamiento de irradiacion no influyé de manera notable sobre estas
variables. Estudios previos en naranjilla demuestran que dosis de hasta 1,0 kGy no afectan
la sintesis de pigmentos (Cuvi et al., 2019), mientras que en frambuesas, dosis superiores
mostraron cambios de color de rosa a rojo intenso, asociado con el aumento en el
contenido de antocianinas en la fruta (Bortoletto, 2012). No obstante, es necesario evaluar
la aptitud varietal para este proceso, dado que, en particular, las muestras irradiadas de
cv. Forastero manifestaron un aumento en la saturacion del color, probablemente por un
efecto de la aceleracion inicial de la maduracion experimentada durante la exposicion a
la irradiacion. Por su parte, los resultados evidenciaron una menor influencia del
almacenamiento sobre los parametros cromaticos respecto al capitulo previo, debido al
efecto beneficioso de la atmosfera modificada en virtud de la baja permeabilidad del
envase. Esto permiti6 que la tasa de respiracion y la concentracion de oxigeno se hayan
reducido y, en consecuencia, los pigmentos responsables del color fueran afectados en
menor medida (De la Vega et al., 2017; Lépez Valenzuela et al., 2011; Majidi et al.,
2014).

En cuanto a la reduccion de firmeza por el tratamiento de irradiacion, segun lo reportado
por la bibliografia, este efecto seria debido al ablandamiento de los tejidos generado por
el proceso, relacionado principalmente con la despolimerizacion parcial de los
polisacéridos (hidrolisis de pectinas), las modificaciones de las paredes y membranas
celulares, y la actividad aumentada de la enzima PME (Fan, 2013; Melo et al., 2018). En
diversos cultivares de durazno como cv. Maygold, Suwanne, Southland y Loring, la
firmeza se redujo a dosis iguales o mayores a 1,0 kGy, independientemente de la
temperatura de almacenamiento. La pérdida de firmeza, inducida por la irradiacion se ha
relacionado tanto con el aumento de la velocidad de maduracién como con el aumento de

la solubilizacion de las pectinas (Prakash & Ornelas-Paz, 2019).

Es importante considerar que el ablandamiento generado en las muestras tratadas durante
la exposicion a la irradiacion podria resultar beneficioso desde el punto de vista
tecnoldgico, ya que permitiria cosechar a las frutas en un estadio mas temprano de
maduracion, es decir con una mayor firmeza. Esto facilitaria el manejo comercial de las
frutas, al prevenir el debilitamiento de sus estructuras, disminuyendo la susceptibilidad al
dafio mecénico y al ataque de patdogenos y, en consecuencia, reduciendo las pérdidas

poscosecha (Di Santo et al., 2009). En este sentido, podrian mejorarse los tiempos
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asociados a la logistica y obtenerse un producto mas homogéneo, con la firmeza adecuada
que exige el consumidor en el momento que fuera requerido. Por otra parte, se facilitaria

el corte y se reduciria el dafio debido al mismo durante el procesamiento minimo.

Cabe recordar que la firmeza es uno de los atributos sensoriales que en su conjunto
constituyen la textura de un producto frutihorticola. A su vez, la textura representa una
de las caracteristicas mas importantes que generalmente se consideran para determinar
una calidad distintiva en frutas y hortalizas. Estas caracteristicas pueden clasificarse en
cuatro diferentes tipos de atributos:

1) color y apariencia,
2) textura,

3) flavor'y

4) valor nutricional.

Diversos estudios demuestran que estos cuatro atributos afectan, en este orden, la
percepciodn de la calidad por parte del consumidor y pueden ser evaluadas desde la compra
hasta el consumo. Por ejemplo, el consumidor evaluard en primer lugar la apariencia
visual y el color, y seguidamente la textura, el gusto, y el flavor. La apariencia de un
producto determina, generalmente la aceptacion o rechazo del mismo y, por lo tanto,
puede considerarse como uno de los atributos criticos de calidad. Es interesante
considerar también la existencia de asociaciones entre los diferentes atributos, por
ejemplo, los texturales con el flavor, o entre el color y el valor nutricional de frutas y

hortalizas (Barrett et al., 2010).

En base a esto, los resultados evidencian que el tratamiento de irradiacion aumento la
intensidad de diferentes descriptores vinculados a la apariencia general de los duraznos,
como la intensidad del color, la homogeneidad y el brillo, siendo estos aspectos
seguramente valorados por el consumidor. Este tratamiento también tuvo un efecto

significativo sobre el olor, el flavor y la firmeza.

Al comparar el efecto sobre los cultivares, los cambios mas pronunciados a nivel sensorial
se observaron en la variedad Ruby Prince, principalmente en el olor y el flavor. Se observa
en ambas variedades que ciertos descriptores aumentaron o disminuyeron su intensidad
cuando el producto fue irradiado, acelerando la madurez de las rodajas. Por ejemplo, el

descriptor “flavor a verde” fue levemente percibido en las muestras irradiadas a 1,0 kGy.
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Este hecho estd probablemente relacionado con el avance del proceso de maduracion, el
cual se asocia a una disminucion significativa del contenido de clorofila, mientras que,
por otra parte, se sintetizan compuestos como carotenoides y antocianinas (Barry & le
Roux, 2010; Cascales et al., 2005). La maduracion se relaciona ademas con el efecto
sobre el olor, siendo las lactonas y- y 6-decalactona los principales compuestos volatiles
responsables del olor en esta fruta, asociados, a su vez, a otros compuestos como terpenos,
alcoholes y aldehidos (Jia et al., 2005). Por su parte, los carotenoides, que en duraznos
aumentan progresivamente durante la maduracion, juegan un rol muy importante en este
proceso, no solo por su participacion en la fotosintesis como pigmentos accesorios, sino
por su contribucion al olor de las frutas, ya que por accion de enzimas di-oxigenasas se
generan compuestos volatiles como Cl3-norisoprenoides, también llamados
apocarotenoides (Aubert et al., 2003; Rosati et al., 2009). En el caso particular del
durazno, los compuestos volatiles mas representativos de su perfil, y que han sido
identificados en distintas variedades, son: furano, lactona, y-decalactona, B-ionona,
monoterpenos, hexanal, acetato de hexilo, y acetato de etilo, presentando este ultimo un
importante aumento en su concentracion durante el proceso de maduracion organoléptica
de la fruta (Brandi et al., 2011; Maulén et al., 2012). Esto mismo ocurre con el
benzaldehido, el compuesto volatil mayormente asociado al olor tipico a durazno, el cual
se libera y/o aumenta su concentracién por accion de la enzima B-glucosidasa, por
ejemplo, a través de la aplicaciéon de otros tratamientos no térmicos, como las altas

presiones hidrostaticas (Sumitani et al., 1994; Xia et al., 2020).

En base a los resultados expuestos, resulta evidente que el tratamiento de irradiacion
aumento la percepcion de los parametros sensoriales considerados seguramente como
positivos por parte de los consumidores en el producto final, como el sabor a durazno. En
este sentido, diversos estudios revelan que los efectos de la irradiacion y del
almacenamiento sobre los atributos sensoriales especificos dependen en gran parte de la
especie y variedad de fruta, aunque en general se verifica una tendencia a mostrar una
mayor intensidad del olor, gusto y flavor en frutas sometidas a este tipo de tratamiento
(Boylston et al., 2002). Si bien otras investigaciones sefialan que los atributos sensoriales
del flavor de frutas y hortalizas irradiadas no se alteran significativamente con dosis entre
1,0y 2,0 kGy (Fan, 2013), esto no coincide con lo encontrado en el presente trabajo para
el caso de duraznos, ya que, por ejemplo, variables asociadas al aspecto sensorial como

la acidez, disminuy6 con los tratamientos de irradiacion. En estudios previos, resultados
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similares fueron encontrados en el gusto basico acido, con una disminucion ligera en
rodajas de melon, aunque esta condicion era apenas detectable cuando la dosis de

irradiacion aumentaba (Palekar et al., 2004).

Los resultados se relacionan ademas con el efecto encontrado sobre la textura bucal,
evidenciado por una menor firmeza y crocancia, y una mayor jugosidad percibidas en las
muestras irradiadas durante el almacenamiento. Esto estaria relacionado estrechamente
con el efecto de la irradiacion, al producirse el ablandamiento de los tejidos y la
consiguiente liberacion de agua, compuestos volatiles y azucares, los cuales representan
importantes componentes del flavor de la fruta. Es de destacar que un aumento en la
jugosidad es percibido en general por el consumidor como un aspecto positivo (Bonany

et al.,2014; Kelley et al., 2016).

Estudios previos revelaron también que la percepcion sensorial de la pérdida de firmeza
se manifiesta a partir de dosis de 0,6 kGy (McDonald et al., 2012). Ademads, si bien la
pérdida de firmeza depende en gran medida de la variedad, la dosis de irradiacion también
representa un factor importante (Drake & Neven, 1998; Hussain et al., 2015; Kim et al.,
2010). Este fenémeno fue consistente en distintas frutas tales como frambuesas, kiwis,
arandanos, algunas variedades de manzanas, algunas variedades de pera, papaya,

naranjas, lechuga y tamarindos, entre otros (Prakash & Ornelas-Paz, 2019).

En cuanto al efecto sobre la prevencion de alteraciones por agentes bioldgicos, los
estudios de microscopia realizados en el presente trabajo evidencian que las muestras
expuestas a dosis de irradiacion de 1,0 kGy no presentaron desarrollo fungico. Existen
diversos estudios que evidencian la efectividad de la irradiacion gamma para reducir la
contaminacion bacteriana y fungica durante el manejo poscosecha, habiéndose reportado
que dosis entre 0,5 y 2,0 kGy pueden destruir bacterias aerébicas, levaduras y mohos
(Kim et al., 2009). En este sentido, investigaciones previas muestran que la irradiacion es
capaz, en duraznos, de inactivar microorganismos como Botrytis cinerea, Penicillium
expansum, Rhizopus stolonifer y Molinilia fructicola. Los valores D1 reportados fueron
de 0,14 kGy (B. cinerea), 0,23 kGy (P. expansum), 0,16 kGy (R. stolonifer) y 0,16 kGy
(M. fructicola), (Kim et al., 2010). Este tipo de tratamiento puede tener también una
accion sinérgica para controlar el desarrollo de mohos si se combina con una atmdsfera
con alto contenido de dioxido de carbono, como la generada en el presente ensayo en el

interior de los envases. En otros productos como frutillas envasadas, la combinacion de
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una atmosfera con 5% de O2 'y 10% de CO; con un tratamiento de irradiacion de 1,0 kGy
controld efectivamente la incidencia de los hongos B. cinerea por 14 dias de

almacenamiento a 4°C (Jouki & Khazaei, 2014).

Es importante mencionar que cuando una célula o tejido experimenta un marcado estrés
por causa del tratamiento aplicado, uno de los primeros sintomas que manifiesta es la
disrupcion de la permeabilidad de las membranas celulares, lo cual provoca que las
células pierdan su capacidad de retener solutos, entre ellos los iones. En funcion de esto,
la cantidad de electrolitos presentes en los espacios intercelulares constituye otro
indicador de sensibilidad que permite evaluar la integridad de las membranas. Esta
pérdida de iones puede ser facilmente evaluada a través de la medicion del aumento de
conductividad de una solucidon que se ponga en contacto con trozos de tejido. En base a
esto, estudios previos muestran que, cuando se aplican dosis superiores a 1,0 kGy, se
produce una gran pérdida de electrolitos en productos como lechuga cortada (Fan &
Sokorai, 2002; Fan et al., 2003b), cebolla de verdeo y cilantro (Fan et al., 2003a), arilos
de granada (Pourebrahimi et al., 2020) y manzana (Kheshti et al., 2019). En otras
investigaciones en las que se midi6 la fuga de electrolitos en 12 tipos distintos de frutas
y hortalizas minimamente procesadas, se encontré que el aumento de la liberacion de
electrolitos era linealmente proporcional a la dosis de radiacion para tratamientos entre
0,1 y 3,0 kGy (Fan & Sokorai, 2005). Estas evaluaciones representan una forma rapida
de determinar la tolerancia a la radiacion, y resultan coincidentes con lo encontrando en

los estudios de microscopia de fluorescencia del presente ensayo.

Respecto a los procesos bioquimicos, el ensayo actual evidenci6 el efecto de la irradiacion
sobre la reduccion de la actividad de la PPO. En este caso, el fendmeno constituye un
aspecto positivo, ya que indicaria que este tipo de tratamiento podria limitar el desarrollo
de pardeamiento enzimatico, que es una de las principales alteraciones fisiologicas en las
frutas. Como fuera mencionado, otra de las enzimas involucradas en este proceso es la
POD, la cual pertenece a la familia de las oxidorreductasas y cataliza reacciones usando
oxigeno o perdxido como aceptor de hidrogeno. Cuando se usa esta enzima como
indicadora, se espera que un mayor grado de inactivacion se correlacione con un mejor
mantenimiento de la calidad de los productos en el tiempo (Barreiro & Sandoval, 2001;
Jamali et al., 2018; Thirumdas & Annapure, 2020). En este sentido, diversos estudios
muestran el rol de la POD en el deterioro de la calidad sensorial de los vegetales

procesados, principalmente a través del desarrollo de sabores extrafios. Estos cambios de
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sabor y color mediados por esta enzima son principalmente debidos a la transformacion
de compuestos fenolicos en quinonas (en presencia de peroxido de hidrogeno) mediante
un mecanismo oxidativo, lo cual afecta, ademads, al valor nutritivo por reaccion de éstas
con aminodcidos y vitamina C en los alimentos (Kerstner de Oliveira et al., 2021; Pandey

etal., 2012).

Por su parte, la enzima ADH y los productos de las reacciones en las que interviene son
claves en el desarrollo del metabolismo fermentativo y las alteraciones producidas por el
mismo. La ADH se encuentra involucrada en la produccién de etanol en frutas expuestas
a bajas concentraciones de oxigeno, catalizando la conversion reversible de aldehidos a
sus correspondientes alcoholes y su sintesis se induce como respuesta de plantas al estrés
del tipo anaerobico (Manriquez et al., 2006). En consecuencia, la actividad de esta enzima
puede incrementarse en productos minimamente procesados sometidos a una condicion
de anaerobiosis, como la que podria generarse en el presente estudio, ya que los duraznos
fueron envasados con films de baja permeabilidad a los gases. Sin embargo, solo se
detectd un aumento en la concentracion de etanol durante el almacenamiento en una de
las variedades estudiadas, lo cual afect6 probablemente la percepcion del descriptor sabor
pasado/fermentado detectado por el panel sensorial en dicha variedad. Por esta razon, la
condicion de anaerobiosis generada dentro del envase resulté dependiente unicamente de
la variedad, resaltando nuevamente la importancia de evaluar la aptitud varietal para el

desarrollo de este tipo de producto.

Es importante resaltar que la capacidad antioxidante de una fruta aumenta con la
maduracion, aunque también es dependiente de un gran niimero de factores, entre los que
se pueden mencionar el genotipo porta-injerto del arbol y las condiciones climéaticas
(D'Ambrosio et al., 2013; Orazem et al., 2013). Los compuestos fenodlicos son
metabolitos secundarios de las plantas, generalmente sintetizados a través de la ruta del
acido shikimico (Altuner & Tokusoglu, 2013). En el caso particular del durazno, su
capacidad antioxidante se debe principalmente a este tipo de compuestos, entre los que
se incluyen a las antocianinas (Garzon, 2008), aunque también a otros grupos como los
carotenoides (Carranco et al., 2011). Estos distintos grupos actiian de manera diferencial,
ya que la actividad de los carotenoides estd mas asociada a la inactivacion de especies
reactivas de oxigeno, mientras que la funcidon de las antocianinas esta mas relacionada a
la proteccion contra los dafos oxidativos (Vinas ef al., 2013). En el durazno, en general,

la participacion de las antocianinas en la capacidad antioxidante total es mayor que la
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participacion de los carotenos (Gil et al., 2002). La concentracién de antocianinas
depende de diversos factores, como la variedad de la fruta, su estado de madurez y la

fertilizacion del cultivo (Tain et al., 2011).

Es importante mencionar que la capacidad antioxidante de una fruta es afectada también
de manera importante por el tipo de procesamiento al cual se somete a la misma. En el
caso particular de la irradiacion, los estudios realizados indican que esta tecnologia podria
bien aumentar o disminuir el contenido de antioxidantes de frutas y hortalizas,
dependiendo del tipo de producto y de la dosis. En general, para dosis bajas, los
mecanismos protectores del tejido vegetal son suficientes para neutralizar el estrés
provocado por la irradiacion. Este nivel de dosis podria incluso estimular la produccion
de compuestos fitoquimicos antioxidantes. Por el contrario, si las dosis son demasiado
elevadas, el dafio provocado puede ser irreversible, resultando en una disminucion de la
capacidad antioxidante. Este dafio fitotoxico puede, ademas, afectar negativamente
muchos aspectos de la calidad de los productos, incluyendo la apariencia visual, los

niveles de antioxidantes, y la proliferacion microbiana (Fan, 2005).

En funcién de esto, se resalta la importancia de realizar ensayos especificos para
determinar el efecto de cada tratamiento. Los resultados del presente capitulo fueron
coincidentes con distintos estudios realizados previamente con otro tipo de especies
frutales. En particular, El-Samahy et al, (2000) demostraron que los compuestos
fendlicos en mangos enteros irradiados a dosis entre 0,5 y 1,5 kGy, aumentaban
significativamente por la exposicion a la irradiacion, y se mantenian luego en niveles
elevados durante el almacenamiento. Este aumento estaria relacionado al incremento de
la actividad de la enzima PAL, precursora de la mayoria de los compuestos fenolicos,
dada su participacion clave en la denominada ruta fenilpropanoide, la cual forma parte
del mecanismo de respuesta vegetal al estrés, tanto de tipo bidtico como abiotico. En el
caso de duraznos enteros, estudios previos mostraron que el contenido de s6lidos solubles
y de polifenoles totales aumentaban con el incremento de la dosis de irradiacion, en forma
paralela a la capacidad antioxidante determinada mediante el método del radical DPPH,
evidenciando que la aplicacion de irradiacion puede mejorar la capacidad antioxidante en

las frutas (Kim et al., 2010).

Un aspecto a tener en cuenta es que, si bien la irradiacion aplicada en ciertas dosis en

FyHMP puede aumentar el contenido de compuestos fenolicos, estos ultimos participan
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también de las reacciones de pardeamiento en los vegetales oxidandose (Fan, 2005), por
lo que un aumento en los compuestos fenolicos puede significar también un aumento del
pardeamiento. En consecuencia, la dosis de irradiacion deberia ser cuidadosamente
ajustada para no generar efectos indeseables, debiéndose considerar al mismo tiempo
alguna medida de prevencion del pardeamiento enzimatico, como el uso de atmosferas
modificadas, el agregado de agentes antioxidantes u otras estrategias aplicadas en

combinacion.
4.2.4. Conclusiones

Los resultados del presente capitulo permitieron analizar los aspectos de calidad
fisicoquimicos y bioquimicos subyacentes, asociados a la aplicacion de tratamientos de
irradiacién gamma en duraznos minimamente procesados y envasados en films de baja
permeabilidad al oxigeno. Esta combinacion fue exitosa para minimizar los procesos de
oxidacion y pardeamiento, contribuyendo a una mejor conservacion del producto. De esta
manera, la irradiacion podria considerarse también una tecnologia efectiva para aumentar
la defensa antioxidante y, en consecuencia, limitar los dafios oxidativos que se producen

durante la maduracion.

Ademas, la comparacion de los resultados obtenidos en las mediciones instrumentales
con la percepcion sensorial del alimento permitié tener una mejor comprension sobre el
alcance de esas mediciones. Si bien algunos estudios muestran que distintos compuestos
que influyen sobre los aspectos sensoriales, como azlcares, acidos organicos y
compuestos volatiles de las frutas, no son afectados en gran medida por la dosis de
irradiacion empleada, en otras investigaciones se han reportado cambios menores, por lo
que constituye un tema de investigaciéon que debe ser profundizado en los siguientes
capitulos. En vista de los hallazgos del presente capitulo, resulta necesario optimizar la
aplicacion de este tipo de tratamiento con la evaluacion del efecto de distintas dosis dentro

del rango permitido legalmente y recomendado.

Otro aspecto interesante de este ensayo estd relacionado con la diferente aptitud de las
variedades de duraznos para este tipo de procesamiento. Asi, se evidenciaron algunas
diferencias entre los distintos cultivares de durazno, reflejadas principalmente en
disparidades de calidad y vida poscosecha del producto final. Este ultimo aspecto resalta

la importancia de investigaciones mas detalladas sobre la aptitud de distintos cultivares
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disponibles comercialmente y mejor adaptados a cada region, para obtener un producto

minimamente procesado de calidad con vida 1til extendida.

112



4.3.CAPITULO 2

PAGINAS 113-130

Optimizacion del tratamiento de
irradiacion gamma para la preservacion de
duraznos minimamente procesados.

4.3. CAPITULO 2

Evaluacion fisiologica de la proteccion por

(=]

estres

ANALIA COLLETTI




Resultados y Discusion — Analia Colletti

4.3. Capitulo 2: Optimizacion del tratamiento de irradiacion gamma para la
preservacion de duraznos minimamente procesados. Evaluacion fisiologica de la

proteccion por estrés
4.3.1. Objetivos especificos

En los ensayos previos se realizaron estudios preliminares para el desarrollo de duraznos
minimamente procesados con vida util extendida, aborddndose cuestiones generales
como el estudio del efecto de los tratamientos de irradiacion sobre aspectos de calidad,
evaluados a través de parametros fisicoquimicos y bioquimicos. Con la finalidad de
profundizar este tipo de estudio, el presente capitulo tuvo como objetivo la optimizacion
del sistema de procesamiento y conservacion, evaluando el efecto de distintas dosis de
irradiacidn, para establecer la dosis 6ptima que prevenga el desarrollo de alteraciones
fisiologicas y aumente la vida util del producto final. En particular se hizo énfasis en la
identificacion de marcadores bioquimicos que tengan relacion con el estrés sufrido por el
producto. En este sentido, se evaluo la induccion de las denominadas proteinas de estrés
térmico (Heat Shock Proteins — HSP), lo cual constituye una parte relevante de la base
fisiologica de la proteccion frente a distintos tipos de estrés, sobre todo abidticos. Al igual
que en el capitulo anterior, se optimizaron las condiciones de conservacion mediante el
envasado en films de baja permeabilidad a los gases los cuales, debido a la respiracion
del tejido vegetal, generan en el espacio de cabeza una atmosfera con bajo contenido de

0O: y mayor concentracion de CO» que el aire atmosférico.
4.3.2. Resultados

Para evaluar el efecto de la dosis de irradiacion sobre la apariencia del producto, se
muestran a continuacion las imagenes correspondientes a las muestras de durazno de cv.
Granada, irradiadas a dosis de 0; 0,1; 0,3; 1,0 y 2,5 kGy, luego de 14 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C), observandose diferencias visuales, principalmente en
cuanto al parametro color (Fig. 44). Se puede distinguir a simple vista el efecto
preservador de la irradiacion con bajas dosis (entre 0,1 y 1,0 kGy) en las muestras
tratadas, cuando se las compara con las muestras sin irradiar, ya que se observa en estas
ultimas una mayor susceptibilidad al pardeamiento enzimatico y al deterioro. En las
muestras sometidas a 2,5 kGy, en cambio, se distingue el desarrollo de alteraciones de

color (pardeamiento), probablemente asociado a la aceleracion del proceso de
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maduracion por efecto de la irradiacion y del almacenamiento, asi como a alteraciones en

los tejidos.

Fig. 44: Duraznos minimamente procesados cv. Granada, a distintas dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0;
2,5 kGy) al dia 14 de almacenamiento a 4 °C.
(A) 0 kGy; (B) 0,1 kGy; (C) 0,3 kGy; (D) 1,0 kGy; (E) 2,5 kGy.

Parametros cromaticos

Los resultados indican que, durante los tiempos de almacenamiento evaluados, se
indujeron algunos cambios en los parametros cromaticos de los duraznos minimamente
procesados sometidos a las diferentes dosis de irradiacion (Tabla 18). Es importante
destacar que, inmediatamente después de los tratamientos, las muestras irradiadas a 0,1,
0,3 y 1,0 kGy presentaron un incremento significativo de entre 8 y 9% en los valores de
L* respecto a las muestras sin irradiar, mientras que, tras 7 y 14 dias de almacenamiento,
las frutas sometidas a las dosis més bajas (0,1 y 0,3 kGy) mostraron valores de L*
similares a los de las frutas no tratadas. Las muestras irradiadas a la dosis mas alta
(2,5 kGy) mostraron una disminuciéon de un 10% en L*, presentando diferencias
significativas con el resto de los tratamientos, especialmente tras 14 dias de
almacenamiento. Ademas, la reduccion de este parametro resultd significativa en las
muestras irradiadas a dosis mayores o iguales a 0,3 kGy, exclusivamente por efecto de la

conservacion.

En relacion con el pardmetro C*, se observd una reduccion significativa solo para las
muestras expuestas a mayor dosis: 1,0 kGy respecto a su control (al dia 7) y 2,5 kGy
respecto tanto al control como a la dosis mas baja, de 0,1 kGy (al dia 14). Los valores de
C* también se vieron reducidos en las muestras expuestas a dosis de 0,3 kGy y 1,0 kGy

al dia 14, efecto propio del almacenamiento.

En cuanto al parametro h°, las muestras irradiadas a 0,1 kGy presentaron los valores mas
altos (p < 0,05) inmediatamente después del tratamiento, aunque después disminuyeron
durante el almacenamiento a valores similares a los de las muestras sometidas a otros
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tratamientos. De forma similar, se observé en cada uno de estos una disminucidn

(p < 0,05) del parametro h® con el tiempo de almacenamiento, excepto por las muestras

tratadas con 1,0 kGy, las cuales no sufrieron cambios significativos durante los 14 dias.

Las muestras control y las sometidas al tratamiento de 2,5 kGy fueron las que presentaron

los menores valores de h° al final del almacenamiento (14 dias), diferenciandose las

primeras de las tratadas a 0,1 kGy y las segundas de las muestras correspondientes a todos

los tratamientos.

Tabla 18: Evaluacion de parametros cromaticos del sistema CIEL* C* h° determinados en duraznos
minimamente procesados cv. Granada a dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0; 2,5 kGy) durante 0, 7y 14
dias de almacenamiento a 4 °C.

Parametros Tiempo (.1e (Il)((g;s)
cromaticos almacenamiento
(dias) 0 0,1 0,3 1,0 2,5
0 62,5 68,3 67,94 67,94 63,8
L* 7 65,64 66,8** 64,28 63,28 64,104
14 65,64 69,3*4 66,97°AB 64,98 58,98
0 49,124 46,2 47,5%A 46,504 46,404
C* 7 46,7*4 45,8%0A 45,8%°AB 44,1048 45,64
14 46,9** 47,0%4 45,0%B 44,6*B 44,454
0 81,0° 83,44 81,7° 81,7° 80,7
h° 7 81,0°4 81,68 79,48 81,44 80,8
14 78,758 81,228 79,908 80,374 77,8

Para cada parametro cromatico, letras minusculas diferentes en cada fila representan diferencias entre
tratamientos en cada tiempo de evaluacion, segun test de Tukey (p < 0,05) y letras mayusculas diferentes
representan diferencias en cada columna debidas al almacenamiento para cada tratamiento (p < 0,05).

Firmeza

En términos de firmeza, los tratamientos de irradiacién provocaron, luego de la

exposicion, el ablandamiento de los tejidos de manera proporcional a la dosis aplicada,

manteniéndose este efecto a lo largo del almacenamiento refrigerado (Fig. 45).
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Los valores de firmeza oscilaron entre 2,2 N (muestras sin irradiar) y 1,7 y 1,4 N en las
muestras irradiadas a 0,1 y 0,3 kGy respectivamente, observandose la mayor reduccioén
(p <0,05) en las frutas expuestas a 1,0 y 2,5 kGy (0,74 N; 0,58 N). Esta reduccion inicial
se mantuvo durante todo el almacenamiento. La induccion del ablandamiento de los
tejidos se debe claramente al efecto de la irradiacion, ya que no se observaron para esta
variedad diferencias significativas, para cada tratamiento, entre los distintos tiempos de

almacenamiento.

ap

Firmeza (N)

0 7

Tiempo de almacenamiento (dias)

Fig. 45: Evaluacion de firmeza determinada en duraznos minimamente procesados cv. Granada a dosis de
irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0; 2,5 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.
(m) 0 kGy, (m) 0,1 kGy, (m) 0,3 kGy, (m) 1,0 kGy, (») 2,5 kGy.
Letras minusculas diferentes representan diferencias entre tratamientos en cada tiempo de evaluacion,
segun test de Tukey (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes representan diferencias debidas al
almacenamiento para cada tratamiento (p < 0,05).

Actividad de enzimas asociadas al pardeamiento

La Figura 46 muestra el efecto de la irradiacion sobre la actividad de las principales
enzimas asociadas al pardeamiento de duraznos minimamente procesados (PPO - Figura
46A y POD - Figura 46B), medidas inmediatamente después de los tratamientos. Los
resultados evidencian que la actividad PPO no se vio significativamente afectada por las
dosis de irradiacion aplicadas, mostrando sin embargo un ligero descenso a medida que
aumenta la dosis, correspondiendo el valor mas bajo a las muestras irradiadas a 1,0 kGy.
En el caso de la POD, la actividad disminuy¢ significativamente al aumentar la dosis de

irradiacion entre un 19% y un 65%, con un efecto mayor para los tratamientos mas
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intensos. La actividad mas baja correspondio a los duraznos tratados a la dosis més alta

(2,5 kGy).

40000

A
a
a a
a
30000 + b
a a be
L o
o
S 20000 -
d
10000 -
T 0= T
0 0.1 0.3 1.0 25 o 0.1 0.3 1.0 25
Dosis (kGy) Dosis (kGy)

Fig. 46: Actividad enzimadtica en soluciéon determinada en duraznos minimamente procesados cv.
Granada a dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0; 2,5 kGy).
(A) Actividad polifenoloxidasa (PPO); (B) Actividad peroxidasa (POD).
(m) 0 kGy, (m) 0,1 kGy, (m) 0,3 kGy, (m) 1,0 kGy, (») 2,5 kGy.
Para cada enzima, letras minusculas diferentes representan diferencias al dia inicial de almacenamiento a
4°C, segun test de Tukey (p < 0,05).

En la Figura 47 se observan las concentraciones relativas de las isoenzimas PPO y POD
en geles de actividad (PAGE). En cada caso, se observan bandas especificas
correspondientes a dos formas isoenzimaticas en la region de peso molecular
comprendida entre 0 y 135 kDa, que a los fines practicos se denominaran isoenzima “1”
e isoenzima “2”, para el caso de PPO, e isoenzima “A” e isoenzima “B”, para el caso de
POD. En el caso de la PPO, la actividad de la isoenzima "1" disminuy¢6 a partir de los
tratamientos con dosis de 0,3 kGy, mientras que la actividad de la isoenzima "2" sélo
disminuyd en las muestras irradiadas a 2,5 kGy (Fig. 47 Ay C).

En el caso de la POD, la actividad de la isoenzima "A" disminuy6 considerablemente en
las muestras expuestas a las dosis mas altas (1,0 y 2,5 kGy), mientras que la actividad de
la isoenzima "B" disminuy¢ progresivamente con el aumento de las dosis de irradiacion
(Fig.47By C).

El andlisis por geles de actividad ayuda a apreciar la induccion, activacion y/o
inactivacion de cada isoenzima en particular, lo que se evidencia claramente por un
aumento o disminucion en la intensidad de las bandas, seglin sea el caso, y por la medicion

de los valores en la escala de grises (bits x pixel) en el andlisis densitométrico (Fig. 47C).
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135-

75 -

35-

kDa

Isoenzima 1 | Isoenzima 2 | Isoenzima A | Isoenzima B

0 135,7 132,9 16,7 113,4

0,1 137,4 131,7 17,6 123,4

0,3 146.,9 119,0 19,9 125,6

1,0 141,5 124,1 46,5 125,7

2,5 145,3 133,8 55,2 133,3

Referencia:

N

0 Escala de grises (bits x pixel) 254

Fig. 47: Identificacion de la actividad isoenzimatica determinada por SDS-PAGE blot en duraznos
minimamente procesados cv. Granada a dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0; 2,5 kGy). (A) Actividad
isoenzimatica de polifenoloxidasa (PPO). Identificacion de isoenzimas 1 y 2; (B) Actividad isoenzimatica
de peroxidasa (POD). Identificacion de isoenzimas A y B; (C) Analisis densitométrico de la region de
peso molecular de las isoformas enzimaticas de PPO y POD determinadas en los geles de (A) y (B).
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Proteinas de estrés (HSP)

La Figura 48 A muestra la imagen del SDS-PAGE de extractos proteicos de duraznos
minimamente procesados tratados a distintas dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0;
2,5 kGy) al dia inicial de almacenamiento. Esta metodologia permitié detectar un grupo
de proteinas inducidas por la irradiacion, cuyo peso molecular oscila entre 11 y 40 kDa,
lo que es compatible con las caracteristicas de la familia de proteinas de estrés térmico de
bajo peso molecular (sSHSP). Su localizaciéon en una region del gel con baja densidad de
proteinas hizo factible la complementacion por densitometria. A partir de este analisis,
fue posible estimar las cantidades relativas de proteina inducidas por cada tratamiento, lo
que reveld un aumento en la intensidad de 7 bandas especificas (identificadas del “1 al
7”) correspondientes a proteinas entre 11 y 20 kDa, particularmente en las muestras

irradiadas a dosis de 0,1 kGy (Fig. 48B).

Asimismo, los andlisis de Western blot permitieron corroborar la pertenencia de 5 de las
proteinas mencionadas anteriormente como miembros de la familia de sHSP, las cuales
se observan en la region de peso molecular comprendida entre 11 y 20 kDa (identificadas
del “3 al 7, siguiendo el mismo orden de numeracion anterior). Por su parte, el revelado
con anticuerpos monoclonales especificos anti-HSP70 permitié identificar y corroborar
que 2 bandas especificas corresponden a proteinas pertenecientes a la familia de las
HSP70, presentes en la region de peso molecular comprendida entre 63 y 75 kDa

(identificadas como “1”y “2”), (Fig. 49A).

En el primer caso, los resultados evidencian un nivel basal de sHSP en las muestras sin
irradiar. Este nivel s6lo aumento en los duraznos expuestos a dosis de 0,1 y 0,3 kGy, y no
en las muestras sometidas a dosis mas altas (1,0 y 2,5 kGy) (Fig. 49B). Dentro del rango
de mayor induccion, las sHSP identificadas como “3”, “4” y “5” (peso molecular ~11-17
kDa) presentaron mayor sobreexpresion a dosis de 0,1 kGy, mientras que la
sobreexpresion de sHSP “6” y “7” (peso molecular ~18-20 kDa) fue mayor en las
muestras expuestas a 0,3 kGy. Respecto a la familia HSP70, se observo la misma
tendencia anterior entre los tratamientos estudiados, detectandose una sobreexpresion

proteica de HSP70 “1” a dosis de 0,3 kGy, y de HSP70 “2” a dosis de 0,1 kGy.
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Gel Conmassie b-11-18 Ensayo 3 Granada 7 dias mejoradopg; Uncalibrated

std

20 kDa
17 kDa

A
std 0kGy 0,1kGy 0,3kGy 1,0kGy 2,5kGy

0,1 kGy

0,3 kGy

1,0 kGy

2,5 kGy

@

Fig. 48: Deteccion de la sobreexpresion de proteinas de estrés térmico (HSP) de duraznos minimamente
procesados cv. Granada a dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0; 2,5 kGy). (A) SDS/PAGE de extractos de
proteinas; (B) Analisis densitométrico de la region de bajo peso molecular del gel, (indicada por una linea

de puntos en la Fig. 48A).
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0 1553 183,0 185,3 189,8 191,7 133,7 96,4
0,1 128,7 164,6 165,3 179,6 186,6 133,4 77,6
0,3 134,3 164,8 166,9 176,4 178,0 1323 123,8
1,0 157,5 173,6 173,6 178,9 180,3 133,1 117,9
2,5 163,3 175,1 171,4 182,8 187,4 140,4 139,6
Referencia: s
0 Escala de grises (bits x pixel) 254

Fig. 49: (A) Analisis de inmunotransferencia de extractos proteicos de duraznos minimamente procesados
cv. Granada a dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0; 2,5 kGy). Deteccion de 5 bandas correspondientes a
sHSP entre 11 y 20 kDa y 2 bandas correspondientes a HSP70 entre 63 y 75 kDa; (B) Analisis
densitométrico de las sHSP y HSP70 determinadas en la inmunotransferencia.
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Optimizacion del tratamiento de irradiacion

Considerando el gran nimero de factores que pueden afectar el resultado final de la
aplicacion de tratamientos de irradiacion gamma, que pueden ser dificiles de prever,
resulta evidente la necesidad de optimizar las condiciones de su aplicacion, especialmente
en alimentos complejos como frutas y hortalizas. En este sentido, para maximizar la
calidad del producto final, diversas variables de respuesta deben monitorearse y ajustarse
de acuerdo con un estandar deseable a ser obtenido. Este proceso resulta a veces
complejo, ya que, en muchos casos alcanzar el objetivo en una de las variables puede
tener efectos no deseados sobre otras. Dada la complejidad del proceso de optimizacion
de las variables que permitan maximizar la calidad del producto final, el monitoreo y
ajuste de datos requiere de herramientas matematicas y estadisticas que permitan analizar

un gran volumen de datos y predecir el comportamiento de los procesos.

Asi, como objetivos del proceso de optimizacion, se establecieron en el presente estudio

las siguientes variables:
- Variable independiente: Dosis de irradiacion (0; 0,1; 0,3; 1,0 y 2,5)

- Variables dependientes:
1) Firmeza al dia 0 de almacenamiento: Minimizacién, dado que se busca minimizar
la firmeza inmediatamente luego del proceso para alcanzar mas rapidamente los

valores de firmeza 6ptimos para el consumo.

2) Firmeza al dia 14 de almacenamiento: Maximizacion, ya que el objetivo es

estabilizar el ablandamiento a través del tiempo, para extender su vida util.

3) Color L* (al dia 0 de almacenamiento): Maximizacidn, buscando las muestras de

durazno de mayor luminosidad (con una escala que va del 0 — negro al 100 — blanco).

4) Color h° (al dia 0 de almacenamiento): Maximizacion, traducido en obtener un
angulo cercano a 90 °C (con una escala de 0° = purpura-rojizo y 90° = amarillo), dado
que se busca evitar colores rojizos y pardos que indiquen posibles reacciones de

pardeamiento.

5) PPO: Minimizacion, buscando minimizar el pardeamiento mediante una mayor

inactivacion enzimatica.

6) POD: Minimizacion. Idem punto 5)
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7) sHSP: Minimizacion, siendo el objetivo aumentar la sobreexpresion de proteinas
para una mayor proteccion frente a distintos tipos de estrés, evaluado por la mayor
intensidad de banda en las membranas, referenciando a un valor numérico menor en

la escala de grises.
8) HSP70: Minimizacion. Idem punto 7)

Para cumplir dicho propdsito, se cred en primera instancia una matriz de correlacion
bivariada entre las variables de calidad y bioquimicas, determinadas en funcion del rango
de dosis de irradiaciéon empleado. Este andlisis permitié cuantificar la intensidad y
direccion de la relacion lineal entre cada variable dependiente y la dosis. El procedimiento
fue capaz de calcular el coeficiente de correlacion lineal o coeficiente de Pearson (r), para
lo cual se debe dividir la covarianza entre dichas variables por la raiz cuadrada del
producto de sus varianzas (Ecuacion 7). Dicho coeficiente puede variar entre -1 a 1,

indicando la intensidad y direccion de la relacion (Tabla 19).
> (@i —2) (i — )]

: VE(@i - 7) * Sy - 9)?

Ecuacion (7)

Tabla 19: Interpretacion estadistica del coeficiente de correlacion lineal o coeficiente de Pearson (») entre
dos variables.

Valor de
P Interpretacion estadistica
Las dos variables tienen una correlacion perfecta
_ 1 negativa, por lo que se puede trazar una recta con
T pendiente negativa en la que se encuentren todos los
puntos.
La correlacion entre las dos variables es negativa, por lo =
1<r<0 tanto, cuando una variable aumenta la otra disminuye. ;:f':-j;.‘:. !
Cuanto mas cerca esté el valor de -1 significa que mas ".-’;:.[
relacionadas negativamente estan las variables. N,
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La correlacion entre las dos variables es muy débil, de
hecho, la relacion lineal entre ellas es nula. e

La correlacion entre las dos variables es positiva, cuanto
mas cerca esté el valor de 1 mas fuerte es la relacion
entre las variables. En este caso, una variable tiende a
incrementar su valor cuando la otra también aumenta.

O0<r<l

Las dos variables tienen una correlacion perfecta
positiva, es decir, tienen una relacion lineal positiva.

La Figura 50 representa la intensidad y direccion entre la variable independiente (dosis
de tratamiento) y las variables dependientes estudiadas. Para esto se utilizaron las librerias
pandas, seaborn y matplotlib de cddigo abierto del programa Python. Los resultados
indican que se presentd una correlacion negativa entre la dosis y las variables firmeza dia
0, firmeza dia 14 y POD, mientras que existi6 una correlacion positiva entre la dosis y la
expresion de sHSP 3, HSP70 1 y HSP70 2, y una correlacion débil entre la dosis y el color
L*, color h®, PPO, sHSP 4, sHSP 5, sHSP 6 y sHSP 7.

i 1.00
Dosis

Firmeza dia 0
075

Firmeza dia 14

Color L* 0.13 | 050
Color h*® 023
PPO L£.42 - 025
POD 0.91
sHSP 3 067 - 000
sHSP 4 018
SHSP 5 0.12 B
sHSP 6 0.05
SHSP 7 0.01 o

HSP70 1 080
HSP70 2 078

Dosis

Fig. 50: Matriz de correlacion bivariada entre las variables de calidad y bioquimicas determinadas en
funcioén del rango de dosis de irradiacion empleado. Célculo de intensidad y direccion de correlacion.

124



Resultados y Discusion — Analia Colletti

Cuando se interpretan las matrices de correlacion, no hay un valor de corte
universalmente aplicable, ya que la interpretacion depende del dominio especifico y de
los objetivos de andlisis. Sin embargo, usualmente se consideran variables con una
correlacion absoluta superior a 0,5 como significativas. Por lo tanto, considerando dicho
umbral, las variables firmeza dia 0, firmeza dia 14, POD, sHSP 3, HSP70 1 y HSP70 2
son aquellas que podrian estar afectadas de forma significativa por la dosis de irradiacion,
aunque de manera no causal.

Ante este supuesto, se procedio a incluir dichas variables en la funcion “desirability” para
condensar todas esas respuestas en un solo valor, y sacar las conclusiones respectivas
sobre el modelo obtenido. De esta forma, mediante las herramientas de optimizacion, se
estudio la principal variable de proceso (dosis), asociada a los tratamientos de irradiacion
gamma aplicados en duraznos minimamente procesados. El método estadistico utilizado
integra las ecuaciones de regresion obtenidas para cada variable con la transformacion de
cada variable respuesta (Y7) en una funcion individual (desirability, di) (Ecuaciones 8 y
9) cuyos valores estan comprendidos entre 0 y 1. De esta manera, si el valor de la
respuesta se encuentra fuera de una region aceptable, se le asigna un valor de 0, mientras

que, si la respuesta se ajusta a lo deseable, se le asigna un valor de 1.

En el presente trabajo, la funcidn desirability fue disefiada de forma tal de optimizar la
sobreexpresion de las proteinas de estrés y la inactivacion de las enzimas relacionadas a
alteraciones, manteniendo a su vez la firmeza adecuada para el producto. Entonces, para
la variable para la cual el objetivo era maximizar su respuesta, se trabajo sobre la

ecuacion:

. Yi—-Ymin
di =

= (Ecuacion 8)
Ymax—-Ymin

Donde Ymin es el valor minimo de respuesta que tuvo la variable, e Ymax es el valor de
respuesta maximo que alcanzd, utilizandose esta ecuacion para la firmeza al dia 14.

En el caso de la firmeza al dia 0 de almacenamiento, la actividad enziméatica POD, y la
sobreexpresion de sHSP 3, HSP70 1 y HSP70 2, se utilizé una funcion redisefada, con el
objetivo de definir como valores 6ptimos a los minimos obtenidos de las respuestas para

esas variables:
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. Ymax-Yi .,
di = —— (Ecuacion 9)
Ymax—-Ymin

De esta manera, las dis de las respuestas se combinaron en una unica funcion llamada
desirability general (D), la cual representa el promedio geométrico de las funciones

desirability individuales (Ecuacion 10).

El valor D se maximiz6 luego, utilizando el programa Statistica.

D = (dy, dy, ..., dy) (Ecuacion 10)

Donde k es el nimero de variables. Entonces, como 0 <D < 1, un valor cercano a 1 de D
indica que todas las funciones desirability individuales se acercaran al valor deseable, y,
por lo tanto, el maximo de esa funcion sera considerado como la solucion optima del

sistema.

La Figura 51 muestra los graficos de los perfiles predichos, obtenidos para cada variable
respuesta (firmeza dia 0, firmeza dia 14, POD, sHSP 3, HSP70 1 y HSP70 2), junto con
los respectivos perfiles de la funcion desirability para la variable de proceso incluida en

este estudio (dosis).

Mediante el analisis de esta informacion, se pudo predecir que las condiciones de
procesamiento Optimas (es decir, las que condujeron al valor maximo de la funcion
desirability general -D- igual al valor 0,52) para el tratamiento de irradiacion gamma,
estarian representadas por la aplicacion de una dosis de 0,25 kGy. Esto conduciria a un
producto con los siguientes valores predichos para las variables respuesta: 2,0 N para
firmeza al dia 0 de almacenamiento; 1,7 N para firmeza al dia 14 de almacenamiento;

26782,0 U/g para POD; 147,7 para sHSP 3; 132,9 para HSP70 1; y 102,0 para HSP70 2.
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Fig. 51: Optimizacion simultanea de las condiciones del proceso por irradiacion gamma para duraznos
minimamente procesados en funcion de la variable de proceso (dosis), variables de respuesta predichas y
perfiles de la funcion desirability.

4.3.3. Discusion

Los resultados evidencian que la combinacién del tratamiento de irradiacion aplicado a
dosis bajas (0,1 y 0,3 kGy) y el envasado con film de baja permeabilidad al oxigeno
permitié estabilizar y preservar los parametros cromaticos, limitando a su vez el
desarrollo de las alteraciones tipicas causadas por los procesos de oxidacion. Sin
embargo, es importante mencionar que la aplicacion de dosis demasiado elevadas
(2,5 kGy en el presente estudio) puede provocar efectos deletéreos para la conservacion
de las muestras. Se ha comprobado en estudios previos, que dosis de estos niveles o
superiores pueden romper enlaces conjugados de las estructuras cromoéforas, provocando
alteraciones del color, junto con la aceleracion del proceso de maduracion (Negut et al.,

2012).

Otros estudios en los cuales se compard la irradiacion gamma con tratamientos
cuarentenarios mas tradicionales informaron que las dosis de irradiacion a 0,3 kGy o
inferiores fueron eficaces para mantener los pardmetros cromaticos en frutas como

cerezas, damascos y duraznos frescos, en contraste con la aplicacion de bromuro de
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metilo, el cual provoca marcadas alteraciones del color (Jesus Filho et al., 2018). Otros
cambios importantes, como el ablandamiento y la degradacion interna, s6lo fueron
evidentes para dosis superiores a 0,6 kGy, dependiendo del cultivo (Drake & Neven,
1998). Sin embargo, distintos estudios resultan coincidentes en el hecho de que la pérdida
de firmeza es una respuesta que puede ser inducida por la irradiacion gamma,
dependiendo de la dosis, variedad y estado de maduracién al momento del tratamiento

(Mditshwa et al., 2017; Wall, 2015).

Desde el punto de vista comercial, la aplicacion de dosis bajas (0,1 y 0,3 kGy) puede tener
un efecto deseable para los consumidores sobre la firmeza de los duraznos, ya que las
frutas de carozo se recolectan en estado inmaduro, para permitir una correcta
manipulacion poscosecha. Por lo tanto, la irradiacion puede ayudar a alcanzar mas
rapidamente los valores de firmeza Optimos para el consumo, proporcionando un
producto homogéneo en el momento en que se requiera. Una estrategia similar es
mencionada en estudios previos, en los cuales se utilizaron dosis bajas de irradiacion
gamma (0,5 kGy) en frutas de papaya como estrés inducido, para acelerar el inicio de la
maduracion y mejorar, en un corto periodo de tiempo, la firmeza comercial de las frutas
(D'Innocenzo & Lajolo, 2007). Sin embargo, el estudio menciona que cuando las
muestras se exponen a dosis de radiacion mayores a 1,0 kGy se generan altos niveles de
radicales libres y ROS, que conducen a dafios en la funcionalidad de los materiales
celulares. En otra investigacion, se obtuvieron resultados similares en peras Bartlett
irradiadas en el estadio preclimatérico, cuyo proceso de maduracion fue estimulado con
dosis en el rango entre 1,0 y 3,0 kGy. No obstante, la irradiacion gamma no permitio
obtener frutas con la textura blanda y jugosa caracteristica de la pera antes de que se
produzcan alteraciones fisioldgicas y, por consiguiente, su posterior descomposicion
(Maxie et al, 1966). Otro estudio llevado a cabo con el objetivo de mejorar la preservacion
revel6 que la aplicacion de dosis de 0,4 y 0,8 kGy suprimio los trastornos poscosecha en
peras de esta variedad almacenadas a 0 °C y 95% HR por 90 dias, sin mermar la calidad
de la fruta (Tu, 2020). Por lo tanto, es muy importante la eleccion de la dosis, segun la

matriz y el objetivo que se requiera.

Por otra parte, dado que la irradiacion gamma puede considerarse como un estrés abiotico,
cabria esperar una respuesta fisioldgica a esta condicion (Jacobo-Veldzquez et al., 2021).
En coincidencia con esta afirmacion, el hallazgo mas relevante del presente capitulo fue

la evidencia de que la aplicacion de tratamientos con bajas dosis de irradiacion induce en
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duraznos minimamente procesados una respuesta que puede enmarcarse en la fisiologia
del estrés de plantas. Mediante analisis electroforéticos e inmunolégicos, se pudo detectar
la sobreexpresion de la familia sHSP y HSP70, que s6lo se verifico en frutas expuestas a
bajas dosis de irradiacion. Este fendémeno estaria relacionado en tejidos vegetales con la
respuesta protectora frente al estrés por calor (Aghdam et al., 2015). Es importante
mencionar que hasta el momento, ningtin estudio previo habia reportado la asociacion de
este tipo de respuesta con la exposicion a tratamientos de irradiacion gamma. Es relevante
el hecho de que la induccion solo se haya verificado en el producto expuesto a dosis de
0,1 y 0,3 kGy, que fueron los tratamientos que mostraron un mejor desempeno. Otros
estudios también informaron que la aplicacion en frutas de dosis de irradiacion de

alrededor de 0,5 kGy, fueron capaces de ralentizar la tasa de deterioro (Zhao et al., 2020).

Hasta el momento, la respuesta fisioldgica y bioquimica provocada por la irradiacién no
ha sido el foco de investigaciones para optimizar la aplicacion de la tecnologia en frutas,
ya que la eficacia de este tratamiento se ha asociado tradicionalmente a la inactivacion
microbiana y la concomitante mejora de la calidad fitosanitaria. Sin embargo, teniendo
en cuenta la respuesta fisioldgica, reflejada en la sobreexpresion de las HSP, el presente
capitulo evidencia la existencia de una intensidad (dosis) 6ptima, més alla de la cual el
efecto seria deletéreo, de forma similar a lo reportado previamente para el caso de los
tratamientos térmicos (Polenta et al., 2020). De acuerdo con ese hallazgo, las HSP podrian
utilizarse como marcador bioquimico asociado a la eficacia del tratamiento, para
establecer la dosis Optima de irradiacion. Por lo tanto, el presente estudio sugiere que la
defensa protectora provocada por la irradiacion gamma seria similar a la provocada por
otros tratamientos de estrés, que, dentro de un cierto rango de intensidad son capaces de
inducir mecanismos de defensa, previniendo la ocurrencia de dafios fisiologicos, entre los

cuales pueden incluirse al dafio por frio y al decaimiento.

El presente estudio evidencié también el efecto de la irradiacion sobre la actividad de
enzimas asociadas a la alteracion. En el caso de la POD, en particular, la actividad
disminuy6 a medida que aumentaba la dosis de irradiacion aplicada, un comportamiento
diferente al que suele encontrarse en el caso de tratamientos térmicos, asociado a su
conocida resistencia térmica de esta enzima (Neves & Lourengo, 1998). La inactivacion
de enzimas por irradiacion podria estar asociada a un efecto directo sobre los enlaces
puente de hidrégeno y electrostaticos, perturbando la estructura secundaria y terciaria, asi

como a un efecto indirecto vinculado a la generacion de ROS, los cuales pueden interferir
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en conjunto con la funcidn bioldgica normal, si el sitio activo estd comprometido (Latorre
et al., 2010). La inactivacion de esta enzima contribuyd probablemente a prevenir el

desarrollo de reacciones de pardeamiento en las muestras de durazno irradiadas.

La optimizacion realizada a través del calculo y estimacion de las variables de proceso
capaces de producir los efectos deseados en el producto final constituye un importante
aporte a nivel practico, para la difusiéon comercial de esta tecnologia. En este sentido, la
funcion desirability ha sido utilizada previamente con éxito por otros autores para la
optimizacion de procesos de desarrollo de alimentos, habiendo mostrado su capacidad
para establecer satisfactoriamente las condiciones de procesamiento 6ptimas en procesos
industriales, como la produccion de films a partir de bananas, o para determinar las
variables mas adecuadas para un proceso de secado (Pelissari et al., 2013; Rouissi et al.,
2013). Mediante el analisis predictivo, se consigui6 en el presente capitulo extrapolar las
mejores condiciones, estimandose que el tratamiento Optimo para la variedad evaluada
(Granada) y en linea con los objetivos propuestos, seria la aplicacion de irradiacion
gamma a una dosis de 0,25 kGy. La utilizacion de este tipo de estudio predictivo para la
optimizacion de tratamiento resulta altamente promisoria para el trabajo en el desarrollo
de procesos, y encuentra en la actualidad una mayor difusion en aplicaciones a nivel

industrial.

4.3.4. Conclusiones

La irradiaciéon gamma puede considerarse una tecnologia prometedora para mejorar la
calidad y prolongar la vida 1til de duraznos minimamente procesados, siempre que se
aplique a dosis bajas y se combine con envases de baja permeabilidad al oxigeno. La
exposicion a dosis bajas de 0,1 y 0,3 kGy indujo la sobreexpresion de proteinas
especificas en respuesta al estrés por irradiacion. Ademads de su efecto protector, estas
proteinas podrian utilizarse como biomarcadores para optimizar y seleccionar los
tratamientos mas adecuados. Actualmente, no existen informes de este efecto en tejidos
vegetales; por tanto, se abren nuevas perspectivas sobre la aplicacion de los tratamientos

de irradiacion en frutas y hortalizas enteras o minimamente procesadas.

Se propone, en consecuencia, la realizacion de evaluaciones complementarias, que
permitan utilizar la dosis de irradiacion optimizada y la inclusion de un mayor numero de

cultivares de durazno para establecer la aptitud de cada una de estas variedades.

130



PAGINAS 131-163

4.4. CAPITULO 3

(=]

ANALIA COLLETTI

4.4.CAPITULO 3

Determinacion de la aptitud varietal para
el procesamiento de duraznos y su efecto
sobre la calidad del producto final




Resultados y Discusion — Analia Colletti

4.4. Capitulo 3: Determinacion de la aptitud varietal para el procesamiento de

duraznos y su efecto sobre la calidad del producto final

4.4.1. Objetivos especificos

En la presente seccion se utilizo la dosis Optima de irradiacion gamma establecida en base
a los resultados de los capitulos anteriores. Se evaluo el efecto de esta dosis sobre distintas
propiedades fisicoquimicas, sensoriales y fisiologicas, en duraznos minimamente
procesados de diferentes variedades, con el fin de establecer también el efecto varietal
ante la aplicacion de este tipo de tecnologia no térmica. Ademas, para poder establecer
posibles patrones ocultos a partir de los datos obtenidos, se utilizaron métodos
estadisticos multivariados, en particular algoritmos de aprendizaje no supervisado. Esta
metodologia brinda la posibilidad de predecir correlaciones, tendencias y patrones en los
parametros de calidad estudiados de las distintas variedades de durazno, evaluadas
durante el almacenamiento refrigerado. En ultima instancia, se validaron los pardmetros

del proceso de irradiacion establecidos como Optimos.

4.4.2. Resultados

A continuacion, se muestran las imagenes correspondientes a las muestras de durazno de
cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette no tratadas (control) e irradiadas a dosis
de 0,2 kGy, al dia 14 de almacenamiento, en las cuales no se evidencian diferencias ni
cambios visuales macroscopicos entre muestras control y expuestas a irradiacion (Fig.

52).

Fig. 52: Duraznos minimamente procesados cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette a dosis de
irradiacion (0; 0,2 kGy), al dia 0 de almacenamiento. Referencias:
cv. Flordaking: (1A) 0 kGy, (1B) 0,2 kGy; cv. Early Grand: (2A) 0 kGy, (2B) 0,2 kGy;
cv. Dixiland: (3A) 0 kGy, (3B) 0,2 kGy; cv. Fayette: (4A) 0 kGy, (4B) 0,2 kGy.
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Parametros cromadticos

Los resultados del presente ensayo indican que el tratamiento de irradiacion de 0,2 kGy
no tuvo un efecto significativo sobre los pardmetros cromadticos en duraznos
minimamente procesados de las diferentes variedades durante el almacenamiento
refrigerado (4°C), (Tabla 20). En particular, el pardmetro L* vari6 entre las muestras
control de distintas variedades, producto de las diferencias en las caracteristicas
intrinsecas de cada una de ellas; por ejemplo, el valor de L* fue mayor al dia inicial de
almacenamiento (p < 0,05) en las muestras control de cv. Early Grand respecto a las
muestras control de cv. Flor Daking. Asimismo, se observé un aumento estadisticamente
significativo (p < 0,05) en L* durante el almacenamiento en las muestras control y
tratadas de cv. Flordaking, en las muestras irradiadas de cv. Early Grand y en las muestras
control de cv. Fayette. El resto de las muestras no sufrieron cambios significativos de este

parametro durante el almacenamiento.

Con respecto a C*, los resultados indican que no hubo diferencias significativas (p > 0,05)
entre las muestras control e irradiadas de cv. Early Grand y Dixiland, mientras que C*
resultdé mayor en las muestras tratadas de cv. Flordaking y Fayette solo al dia inicial de
almacenamiento, en coincidencia con los resultados del capitulo previo, en el cual la
saturacion del color se incrementd probablemente por el efecto de la aceleracion inicial
de la maduracion durante el proceso de irradiacion. Al igual que para el parametro
anterior, C* vario entre las muestras control de distintas variedades, producto de las
diferencias existentes en las caracteristicas intrinsecas de cada una de ellas, presentando

los valores mas altos las muestras de cv. Dixiland.

En cuanto al almacenamiento refrigerado, los resultados también mostraron coincidencias
con ensayos anteriores, visualizandose una reduccion del valor de C* en tres de las
variedades estudiadas (cv. Early Grand, Dixiland y Fayette), conforme suceden los dias
a4°C, exceptuando las muestras tratadas de cv. Early Grand, en conjunto con las muestras
control y tratadas de cv. Flordaking, en las que se mantiene estable este pardmetro durante

la conservacion.

En cuanto al parametro h°, en general no hubo cambios significativos, exceptuando las
muestras irradiadas a 0,2 kGy de cv. Early Grand, las cuales presentaron un valor mas
alto, respecto a las muestras sin tratar siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(p < 0,05) a los 7 dias de almacenamiento. En coincidencia con capitulos previos, este
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valor mostré una tendencia a disminuir con el tiempo de conservacion, en particular en

las muestras control de cv. Dixiland y en las muestras tratadas de cv. Early Grand.

Tabla 20: Evaluacion de parametros cromaticos del sistema CIEL * C * h°® determinados en duraznos
minimamente procesados cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette a dosis de irradiacion
(0; 0,2 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

cv.
Flordaking Early Grand Dixiland Fayette
Parametros | Tiempo Dosis (kGy)
cromaticos | (dias)
0 0,2 0 0,2 0 0,2 0 0,2
0 63,6 | 65,8B | 67,304 | 69,198 | 65,724 | 64,3%A | 64,6°B | 66,924
L * 7 69,174 | 68,78 | 69,09 | 70,4748 | 64,44 | 65204 | 68,14 | 67,524
14 70,5%4 | 70,1%A | 70,1%A | 73,02 | 64,294 | 62,814 | 68,3 | 67,3
0 39,3°A | 41,894 | 41,494 | 41,194 | 53,424 | 51,8%A | 4564 | 48,0°
C* 7 42,508 | 40,7°9A | 41,048 | 40,294 | 50,2°B | 50,44 | 43,4°8 | 43,8%8
14 40,704 | 39,9%¢A | 39.3B | 40,1%A | 47,6°C | 47,08 | 41,68 | 41,0%C
0 85,2@0A | 84,134 | 84 63A | 86,04 | 83,0°A | 81,64 | 83,79AB | 84 3abA
h° 7 84,184 | 84,930A | g3 JbcA | g6 124 | 80,998 | 81,4%4A | 82,0°B | 83,104
14 83,8%4 | 83204 | 82.6%A | 83,0°8 | 81,08 | 81,14 | 8523 | 844%A

Para cada parametro cromatico, letras minusculas diferentes en cada fila representan diferencias entre la
combinacion variedad-tratamiento para cada tiempo de evaluacion, segun test de Tukey (p < 0,05) y letras
mayusculas diferentes en cada columna representan diferencias debidas al almacenamiento para cada

combinacion variedad-tratamiento (p < 0,05).
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Firmeza

En coincidencia con los capitulos anteriores, se corrobor6 que los tratamientos de
irradiacion provocan una reduccion en la firmeza de los duraznos minimamente
procesados por efecto del ablandamiento de sus tejidos, independientemente de la
variedad. Sin embargo, en el presente ensayo, este efecto se visualizo al cabo de 7 y 14
dias de almacenamiento en tres de las variedades estudiadas (cv. Flordaking, Early Grand
y Fayette), mientras que en la variedad Dixiland, si bien se observo una tendencia similar,
las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05). De acuerdo con los

resultados, la firmeza oscil6 para el dia inicial entre 1,33 2 0,96 N (Fig. 53).

Por otra parte, analizando cada tratamiento individual, se evidencia una reduccién
significativa de la firmeza durante el tiempo propia del proceso de maduracion de las
frutas, exceptuando las muestras de cv. Dixiland, las cuales presentaron una estabilizacion
de este parametro durante el almacenamiento, aunque su firmeza inicial fue

significativamente menor (p < 0,05) respecto al resto de las variedades.
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Fig. 53: Evaluacion de firmeza determinada en duraznos minimamente procesados a dosis de irradiacion
(0; 0,2 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C. Referencias:
cv. Flordaking: (m) 0 kGy, (') 0,2 kGy; cv. Early Grand: (m) 0 kGy, () 0,2 kGy;
cv. Dixiland: (m) 0 kGy, () 0,2 kGy; cv. Fayette: (m) 0 kGy, () 0,2 kGy.
Letras minusculas diferentes representan diferencias entre la combinacion variedad-tratamiento para
cada tiempo de evaluacion, segun test de Tukey (p < 0,05) y letras mayusculas diferentes
representan diferencias debidas al almacenamiento para cada combinacién variedad-tratamiento
(p <0,05).
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Analisis sensorial

En la Tabla 21 se presentan los resultados de las evaluaciones del perfil sensorial
realizadas para cada una de las muestras de las diferentes variedades control e irradiadas
al dia inicial de almacenamiento. Ademas, a modo representativo, el perfil sensorial para

las muestras control e irradiadas de cv. Dixiland se visualizan en la Fig. 54.

Los datos evidencian que los cambios mas pronunciados estuvieron dados para:

— Apariencia: Intensidad y homogeneidad de color; brillo
—  Olor: Intensidad total; durazno; verde; sobremaduro

—  Gusto: Amargo; dulce; acido

—  Flavor: Intensidad total; durazno; verde

—  Textura bucal: Dureza; jugosidad; crujiente

Considerando los atributos de apariencia, los resultados indican que la percepcion de la
intensidad de color al dia inicial fue diferente para cada variedad y, si se comparan
muestras control y tratadas, la diferencia fue Unicamente significativa para cv. Early
Grand, siendo menor la percepcion para las muestras irradiadas. Aunque cv. Flordaking
tuvo un comportamiento similar, la tendencia en cv. Dixiland y Fayette fue inversa,

conforme a lo que sucedi6 en los ensayos previos.

Por su parte, la percepcion de la homogeneidad de color fue menor en las muestras
irradiadas respecto a sus muestras control en cv. Dixiland (Fig. 54A), mientras esta
propiedad fue percibida como mayor para cv. Early Grand. En cuanto al brillo y
deshidratacion, no se presentaron diferencias entre muestras control e irradiadas; sin
embargo, entre las cuatro variedades ensayadas, las muestras cv. Dixiland y Fayette

fueron las variedades percibidas con un mayor brillo por parte de los panelistas.

Respecto a los atributos de olor y flavor, la percepcion de su intensidad total y del olor y
flavor a durazno, fue menor en las muestras irradiadas de cv. Flordaking, mientras que se
mantuvo constante para las muestras irradiadas de las otras variedades respecto a sus
muestras control (Fig. 54 B y C). Sin embargo, en cv. Dixiland y cv. Fayette, la
percepcidn de estos atributos por parte de los panelistas fue significativamente mayor con
respecto a las otras variedades. Adicionalmente, las mismas variedades se percibieron
como menos acidas y amargas (p < 0,05) en comparacion con cv. Flordaking y Early

Grand.
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Tabla 21: Perfil sensorial de duraznos minimamente procesados cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y
Fayette a dosis de irradiacion (0; 0,2 kGy). Escala 0 — 10 puntos.

cv.
Flordaking Early Grand Dixiland Fayette
Propiedad sensorial
Dosis (kGy)
0 0,2 0 0,2 0 0,2 0 0,2
< Intensidad de color 6,9¢ 6,2¢ 7,0¢ 5,04 9,22 9,6 8,4b 8,92
E Homogeneidad 5,0¢ 5,2¢ 3,64 5,5% 7,02 5,50 6,62 5,82be
E Brillo 0,1¢ 0,0¢ 0,0¢ 0,0¢ 1,62 1,6* 0,9% 1,2
: Deshidratacion 0,0? 0,0? 0,12 0,0? 0,0? 0,02 0,02 0,02
Intensidad total 5,32 3,14 4,5b¢ 4,1¢d 6,22 6,2¢ 6,32 6,2¢
g Durazno 3,32 1,7 3,22 1,8 3,42 4,0° 3,82 3,6°
3 Verde 0,320 0,92 0,82 0,92 0,0¢ 0,1%¢ 0,1b° 0,0°
Sobremaduro 0,4¢d 0,04 0,04 0,04 0,5bed 0,920 1,7% 1,32
o Amargo 2,02 2,12 1,42 2,28 0,5° 0,6" 0,7° 0,6"
E Dulce 1,04 1,2¢d 0,84 0,74 2,62 2,7° 1,820¢ 1,8b¢
© Acido 2,9% | 27 | 32d | 360 | 15 1,54 | 2,10 | ,7¢d
Intensidad total 5,72 4,7¢ 4,6° 5,3be 6,4% 6,32 6,5% 6,32
=~ Durazno 3,28 2,1be 2,28be 1,9¢ 3,22 3,22 2,6%b° 3,1
% Verde 2,9? 3,0% 2,52 3,12 0,9¢ 1,0¢ 2,22 1,2be
é Astringente 0? 0,12 0,12 0,32 0,0? 0,42 0,22 0,52
F:;f:gt(;/do 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 012 | 04 | 0,20
Dureza 2,7% 3,14 3,5% 4,0* 2,3¢ 2,2¢ 3,38bc 3,280
é j Jugosidad 32m | 26 | 24 | 25 | 32 | 350 230 | 2 7%
E % Crujiente 2,92 2,7% 2,4% 3,42 1,7% 0,9¢ 2,5% 2,1be
a Pastoso 0,12 0,32 0,42 0,12 0,32 0,42 0,12 0,22

Para cada descriptor sensorial, letras mintsculas diferentes en cada fila representan diferencias
entre la combinacion variedad-tratamiento al dia inicial de almacenamiento a 4 °C, segun test de
Tukey (p <0,05).

En cuanto al gusto dulce, el panel sensorial no encontr6 diferencias entre muestras control
e irradiadas para ninguna de las variedades evaluadas (Fig. 54C). Sin embargo, las
muestras de cv. Dixiland fueron las que presentaron un mayor dulzor, propio de la

naturaleza varietal. Tanto el descriptor “flavor astringente” como el “pasado/fermentado”
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no fueron percibidos por los panelistas en ninguno de los tratamientos y variedades

ensayadas.

Por ultimo, considerando los atributos de textura bucal, la dureza, la jugosidad y el
atributo crujiente fueron percibidos con igual intensidad en las muestras irradiadas de
todas las variedades respecto a sus muestras control, siendo solamente estadisticamente
significativas las diferencias en el descriptor crujiente de las muestras cv. Dixiland
irradiadas las que se percibieron como menos crujientes con respecto al control (Fig 54
D). Por su parte, el atributo pastoso no mostr6 diferencias (p > 0,05) entre los tratamientos

y las variedades ensayadas.
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Fig. 54: Perfil sensorial en duraznos minimamente procesados de cv. Dixiland a dosis de irradiacion
(m) 0 kGy; (+) 0,2 kGy.
Referencias: (A) Apariencia; (B) Olor; (C) Gustos basicos y flavor; (D) Textura bucal.
Escala 0 — 10 puntos.
Con la finalidad de analizar la riqueza varietal, la Figura 55 muestra el perfil sensorial
solo para las muestras irradiadas de cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette. Este
analisis permite identificar un primer grupo, integrado por cv. Flordaking y Early Grand,

y un segundo grupo, por cv. Dixiland y Fayette. En este ultimo, la percepcion de los

panelistas de los descriptores intensidad de color, olor y flavor fue siempre mayor
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respecto al primer grupo (Fig. 55 A, B y C). Adicionalmente, tanto las muestras de cv.
Dixiland como Fayette fueron las que presentaron menores diferencias significativas en
los atributos inducidas por el tratamiento de irradiacion. Dentro de este mismo grupo,
especificamente, las muestras irradiadas de cv. Dixiland presentaron mayor intensidad de
color y brillo, olor a durazno, gusto dulce y jugosidad, destacdndose que estos aspectos
contribuyen a mejorar la apariencia y flavor del producto y seguramente seran valorados

por el consumidor (Fig. 55 A, B, Cy D).

NTENSIDAD DE COLOR NTENSIDAD
10 A 10 B
9 9
8 8
7 7
6 6
5 5
a 4
3 3
2 2
1 1
DESHIDRATACION 0 HOMOGENEIDAD SOBREMADURO 0 DURAZNO
BRILLO VERDE
INTENSIDAD C DUREZA D
10 =
2 10
s 9
ACIDO ; DURAZNO 8
£ 7
> 5
/ 4
3 3
3 2
2 1
B : CEREE
PASADO 0 VERDE T 0 JUGOSIDAD
DULCE ASTRINGENTE

AMARGE CRUJIENTE

Fig. 55: Perfil sensorial en duraznos minimamente procesados cv. Flordaking (), Early Grand (),
Dixiland (1) y Fayette (- ) a dosis de irradiacion (0,2 kGy).
Referencias: (A) Apariencia; (B) Olor; (C) Gustos basicos y flavor; (D) Textura bucal.
Escala 0 — 10 puntos.

Acidos organicos

Con la finalidad de complementar los ensayos fisicoquimicos, en la presente seccion se
determino6 el contenido de los acidos organicos mayoritarios presentes en duraznos,
siendo los mas importantes el acido malico y el 4cido citrico. Si bien el acido ascorbico
no representa un acido mayoritario, también se realizd su determinacion, dado su
incorporacion durante el procesado minimo y su gran importancia nutricional como

vitamina C.
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La Tabla 22 resume las concentraciones de acido malico, acido citrico y &cido ascorbico
en duraznos minimamente procesados de las variedades estudiadas, para las muestras
control y las sometidas al tratamiento de irradiacion (dosis 0,2 kGy) y almacenadas
durante 14 dias. Es de importancia recordar que, durante el procesamiento minimo, se
impregnaron las rodajas de durazno con una solucidon acuosa antioxidante conteniendo
1% de acido ascorbico y 0,5% de écido citrico (2 min), para prevenir el pardeamiento

superficial (ver seccion 3.1.2.), lo cual pudo haber afectado las concentraciones

determinadas.

De manera general, los resultados indican que el contenido de acidos orgéanicos se redujo
levemente a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento, probablemente debido
a que las frutas utilizan estos acidos como sustratos respiratorios durante la maduracion
y, ademas, estos pueden ser convertidos en azucares mediante distintas vias metabdlicas.
Sin embargo, en el caso del acido malico, este efecto solo se pudo visualizar en las
muestras control de cv. Flordaking y Fayette. Contrariamente, su concentracion se
mantuvo estable para las muestras control de cv. Early Grand y Dixiland, asi como para
las muestras irradiadas de las cuatro variedades ensayadas durante el periodo de
conservacion, siendo en la mayoria de los casos los valores mas altos en estas tltimas. En
este sentido, se destaca en la variedad Early Grand que, para todos los dias de
almacenamiento, las muestras irradiadas tuvieron mayor contenido (p < 0,05) de acido
malico que las muestras control. Algo similar ocurrié con cv. Flordaking, pero solamente

para los dias 7 y 14 y en cv. Fayette al dia 14.

Considerando el contenido de acido citrico, este no sufrié modificaciones atribuibles al
tratamiento de irradiacion; no obstante, hay un efecto debido al almacenamiento, durante
el cual las muestras control de cv. Flordaking y Early Grand manifestaron un aumento
significativo de su contenido al dia 7 y una reduccidon significativa al dia 14 de
almacenamiento, mientras que en las muestras irradiadas de cv. Dixiland s6lo hubo una
reduccion significativa al dia 14. Para el resto de los tratamientos y variedades, el

contenido de acido citrico se mantuvo estable.

Por su parte, el contenido de 4cido ascorbico se mantuvo estable frente al tratamiento de
irradiacion y durante el almacenamiento refrigerado en todas las variedades. Sin embargo,

se puede identificar que el nivel inicial de este acido fue menor para las muestras de cv.
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Dixiland y Fayette respecto a cv. Flordaking y Early Grand, producto probablemente del

efecto varietal.

Tabla 22: Contenido de 4cidos orgédnicos en duraznos minimamente procesados cv. Flordaking, Early
Grand, Dixiland y Fayette a dosis de irradiacion (0; 0,2 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a

4°C,
CVv.
Acidos . Flordaking Early Grand Dixiland Fayette
organicos | Tiempo
(mg/100g | (dias) Dosis (kGy)
fruta)
0 0,2 0 0,2 0 0,2 0 0,2
0 62,204 | 111,504 | 64,52 | 158,984 | 120,47 | 109,04 | 156,224 | 121,424
Acido
lico 7 TLIYA | 104,0% | 54204 | 115,74 | 110,9* | 110,9*A | 114,8*4B | 1193
14 35,798 | 102,724 | 43,7%A | 9522 | 110,84 | 96,84 | 56,0 | 113,124
0 224,1°8 | 351,99 | 190,8%8 | 358,7%A | 363,9°A | 388,1°A | 298,324 | 289 5%
Acido
citrico 7 282,0°4 | 347,5%A | 259,92A | 329,824 | 339,9%A | 291 [*AB | 2366 | 257,83
14 238,13 | 327,124 | 136,0°® | 192,1** | 314,6* | 231,88 | 256,84 | 258,20
0 2,724 2,424 2,6 2,304 0,7% 0,6% 0,5 0,454
A .
cido 7 2.8 264 | 234 | 204 | 06 0,6 0,6 0,404
ascorbico
14 2,324 2,424 2,50 2,204 0,454 0,454 0,454 0,454

Para cada acido organico, letras minusculas diferentes en cada fila representan diferencias entre la combinacion
variedad-tratamiento para cada tiempo de evaluacion, segun test de Tukey (p < 0,05) y letras mayusculas diferentes
en cada columna representan diferencias debidas al almacenamiento para cada combinacion variedad-tratamiento
(p <0.,05).

Azucares

A continuacion, se muestra en la Tabla 23 el contenido de azlcares presentes en las
muestras de duraznos minimamente procesados control y sometidas al tratamiento de

irradiacion (dosis 0,2 kGy) y almacenadas durante 14 dias. Los resultados indican que el
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contenido de sacarosa no se modifico por el tratamiento de irradiacién en ninguna de las
variedades estudiadas. Sin embargo, en la mayoria de las muestras se observo una
reduccion en este disacdrido durante el almacenamiento, probablemente debido a los
procesos hidroliticos asociados a la maduracion de las frutas, en los cuales los
polisacaridos se transforman en azucares solubles. Esto se puede reflejar en el aumento
del contenido de glucosa y fructosa determinados en el presente ensayo, siendo este efecto
mas notorio en las muestras de cv. Flordaking y Early Grand al dia 14 de almacenamiento.

Tabla 23: Contenido de azicares en duraznos minimamente procesados cv. Flordaking, Early Grand,
Dixiland y Fayette a dosis de irradiacion (0; 0,2 kGy) durante 0, 7 y 14 dias de almacenamiento a 4 °C.

Cv.
Azilicares Flordaking Early Grand Dixiland Fayette
Tiempo
(g/100 g (dias)
fruta) - Dosis (kGy)
0 0,2 0 0,2 0 0,2 0 0,2

0 5,7abA S,OabA 3’3bA 4’2abA 7, laA 5’6abA 2’9bA 2’9bA

Sacarosa 7 5,0aA 4,9aA 4’1aA 3’4abAB 5,6aAB 4,7aB 2’7bA 2,6bA
14 3, labB 4’4aB 3’2abA 2’9bB 4,4aB 4,7aB 2’7bA 2’4bA
0 O,7bB O,7bB 0,6bB 0,7bB 1,3aA 1,4aA l,labA 1,1abA

Glucosa 7 0,7° 0,8°® | 0,7°® | 0,7 1,40 1,40 1,1eA | pebA
14 O,QbA l, labA 0’9bA 0,9bA 1,4aA 1,4aA 1,1abA 1,1abA
0 O,SbB O,SabA O,SabB O,SabB 1,4aA 1,3aA O,QabB 1’2aA

Fructosa 7 0,954 0,954 0,98 0,98 1,324 1,424 1,120 1,324
14 1,084 0,934 1,184 1,184 1,5%4 1,5%4 1,384 1,384

Para cada azucar, letras mintsculas diferentes en cada fila representan diferencias entre la combinacion variedad-
tratamiento para cada tiempo de evaluacion, segun test de Tukey (p < 0,05) y letras mayusculas diferentes en cada
columna representan diferencias debidas al almacenamiento para cada combinacion variedad-tratamiento (p < 0,05).
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Respecto a las muestras tratadas y, continuando la tendencia descripta anteriormente, las
concentraciones de glucosa y fructosa no se afectaron por el tratamiento de irradiacién en
ninguna de las variedades estudiadas. No obstante, se evidencia que el contenido de
dichos azucares fue generalmente mas alto en cv. Dixiland, lo cual resulta coincidente
con la mayor intensidad del gusto dulce referido en la evaluacion sensorial de esta

variedad en particular.
Correlaciones multivariadas

En base a los resultados hasta aqui descriptos y debido al gran volumen de datos
generados, se hace imprescindible establecer un método que permita analizar de forma
simultanea las variables disponibles, tanto instrumentales como sensoriales, mediante
alguna metodologia de entrenamiento de sistemas, con el fin de encontrar patrones y
tendencias en los tratamientos ensayados. Este anélisis resultard sumamente valioso para

caracterizar la aptitud varietal en virtud del procesamiento y tecnologia aplicados.

Para esto, en el presente analisis, se utilizé el método estadistico de regresion de minimos
cuadrados parciales o PLS regression. PLS es un modelo de datos multivariantes, el cual
presenta una gran versatilidad para el analisis de multiples relaciones entre uno o mas
conjuntos de variables medidas en diferentes objetos. La idea basica es la reduccion de
las dimensiones mediante la aplicacion de una regresion multiple, con el objeto de que
las primeras componentes ortogonales mejoren y faciliten la prediccion. PLS es un
método estadistico que guarda estrecha relacion con la regresion de componentes
principales (PCA), en la cual los algoritmos permiten establecer una regresion lineal
mediante la proyeccion de las variables de prediccion y las variables observables a un
nuevo espacio. La finalidad es encontrar hiperplanos de maxima varianza entre la variable
respuesta y las variables independientes, de forma de ajustar los datos a multiples

variables de respuesta en un solo modelo.

Por lo tanto, el objetivo de la aplicacion de esta metodologia fue investigar la correlacion
entre las determinaciones instrumentales y los atributos sensoriales percibidos de los
duraznos minimamente procesados, control e irradiados a 0,2 kGy, para las distintas
variedades (Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette) al dia inicial de

almacenamiento.
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En primer lugar, se establecieron como variables dependientes o de respuesta (X) a las
variables instrumentales (parametros cromdticos y de firmeza, contenido de acidos
organicos y azucares) y como variables independientes o predictoras (Y) a las variables
sensoriales (descriptores de apariencia, olor, gusto, flavor y textura), de forma tal de que
estas ultimas sean las explicativas del modelo. Luego se normalizaron los datos para que

se trabaje en una escala de magnitud similar.

A continuacion, se determind la cantidad de componentes principales al azar (4
componentes) y se aplicaron los algoritmos del modelo PLS utilizando el software
XLSTAT (Addinsoft, Paris, Francia), con el modulo incorporado XLSTAT Sensory,
empleando un intervalo de confianza del 95%. De esta forma, el programa calculd los
vectores asociados al espacio X e Y para cada componente, de modo de que la covarianza

se maximice entre las proyecciones.

Como se conocen los valores observados para todas las variables y«, luego, por validacion
cruzada, se pueden obtener estimaciones menos sesgadas de las mismas a través del PLS
(en el que no han participado de forma activa en el modelo generado para su estimacion)
y, por tanto, también se puede conocer la desviacion entre el valor observado y el
estimado. Se denomina PRESSy« a la suma de cuadrados de los errores de la prediccion
para la variable yk (desviacion al cuadrado entre el valor observado y el estimado), es

decir (Ecuacion 11):

PRESSy, = ) (Vik — yi*k(-i)) 2 Ecuacion (11)

n
i=1

=

donde y*ik-i)es el valor previsto de la variable yk para la observacion i sin que esta haya
participado en el modelo. Al realizar la sumatoria para todas las variables yk, se genera la

siguiente formula (Ecuacion 12), suponiendo h componentes en el modelo:

q

n
PRESS(n) = E Z(YER - yi*k(_i)) 2 Ecuacion (12)
i=1

k=1

No obstante, por el principio de parsimonia y reduccion de los riesgos de sobreajuste a la
muestra (mas conocido como overfitting), se deberia buscar aquel modelo que contenga

el menor numero posible de componentes y que no difiera demasiado del valor minimo
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PRESS; en terminologia estadistica, seria aquel que no fuera significativamente diferente
al minimo. En base a los valores del estadistico PRESS obtenidos, existen varios métodos
que ayudan a decidir el nimero de componentes a retener. Uno de estos métodos es a
través del calculo de indice Q* y Q? acumulado de Stone Geiser. Para cada nueva

componente h y para cada variable yk se calcula el indice (Ecuacion 13):

_ PRESSy, n)
RSSy, (n-1)

Ecuacion (13)

Q;Ekh =1

n
RSS, (1 =Z oyt )2
donde yi(h—1) izl(ylk Yik(n-1))

representa la suma de cuadrados de los errores
(residuales) calculados con el modelo con (h-1) primeras componentes. Este indice
representa la fraccién de la variacion total de yx que puede predecirse mediante la
componente h, es decir, el aporte marginal de cada componente h al poder predictivo del
modelo para la variable yx. Globalmente, sobre el conjunto de variables Y, se calcula

(Ecuacion 14):

q
PRESS,
B Zk:i Vi Ecuacion (14)

q
RSSy, (h-
Z ey OOyih=1)

Por lo tanto, este indice mide el aporte marginal de cada componente h al poder predictivo
del modelo (del conjunto de variables yi, ya,..., Yq). Se puede medir el aporte global del

conjunto de las h primeras componentes PLS con los siguientes indices (Ecuaciones 15y

16):

“T PRESS,,, _
————= (indice para la variabley, k = 1,2, ...,q). Ecuacion (15)

(qum) h= 1-
T L LRSSy, (z-1)

q
n ) PRESS
Qi =1~ [ S

q Ecuacion (16)
z=1 Zk_l RSSY'((Z_ 1)

En el presente andlisis, se realizo la validacion cruzada, para detectar la prediccion del
modelo y asegurarse de que no haya overfitting. En esta etapa, se calcularon los valores
“R? acumulado”, tanto en el espacio X como Y, el cual estima la calidad del ajuste,

aumentando su valor a medida que se agregan mas variables y, por tanto, componentes al
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modelo. Por otra parte, también se calculd “Q? acumulado” el cual, como se menciond
anteriormente, estima la calidad de la prediccion, aumentando su valor a medida que se
agregan mas componentes hasta un punto maximo en el que nuevas variables no mejoran
la prediccion del modelo y, por lo tanto, Q* disminuye (Fig. 56A). De esta forma, esta
metodologia permiti6 determinar la cantidad de componentes que aportarian mayor
significancia al modelo entrenado. Se estimaron 2 componentes, con la finalidad de

continuar iterando el algoritmo (Fig. 56B).
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Ndmero de componentes

Indice

L
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Fig. 56: (A) Validacion tedrica del modelo PLS a través de los parametros R? acumulado (calidad del
ajuste) y Q% acumulado (calidad de prediccion). El circulo de color rojo representa la zona en donde el
parametro Q? es maximo, determinando el nimero de componentes 6ptima que aportan mayor
significancia. (B) Validacion practica del modelo PLS, identificando Q? acumulado (=), R?Y acumulado
(m) y RZX acumulado (=), a través de las 4 componentes estudiadas. El grafico demuestra que el valor
optimo de Q? se encuentra en la h2 (flecha color roja), y luego comienza a decrecer, por lo tanto, se
definieron 2 componentes para iterar el algoritmo.

Para explorar la influencia de cada variable predictora en el anélisis, se considera que, en
general, si los coeficientes de regresion tienen un valor absoluto pequefio, los mismos
tendran una contribucién también pequena al modelo. Otro parametro estadistico
importante para considerar es la variable de importancia en la proyeccion o “VIP”.
Mientras que el coeficiente de regresion representa la importancia que cada variable
explicativa tiene en la prediccion de las variables respuesta, VIP representa el valor de
cada variable explicativa en el ajuste del modelo. Atributos cuyos valores VIP sean
menores a 0,8, se descartan, dado que no aportaran una contribuciéon importante al
modelo. En el presente estudio, ninguna variable presentd VIP menor a 0,8, por lo no se

descartd ninguna de ellas para la siguiente iteracion (Fig. 57).

Por otra parte, como parte del mismo andlisis, se pudo visualizar al explorar todas las

variables respuesta (X), que solo para el caso del acido malico, los coeficientes
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estandarizados que miden el peso relativo de la variable X en la prediccion de cada
variable Y no son significativos en relacion a las variables sensoriales predictoras (Y)

(Fig. 58), por lo que se procedi6 a descartar dicha variable para la siguiente iteracion.

VIP

Variable

Fig. 57: Representacion grafica de la variable de importancia en la proyeccion o “VIP”, segun cada
variable explicativa del modelo. Todas las variables presentaron VIP > 0,8, por lo que no se descarta
ninguna para la siguiente iteracion. Referencias: Cada variable esta precedida de su inicial
correspondiente, segun si se trata de descriptores de apariencia (A), de olor (O), de gusto basico (G), de
flavor (F) o de textura (T).
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Fig. 58: Coeficientes estandarizados del analisis del contenido de 4cido malico con relacion a las
variables sensoriales predictoras. Los parametros cuyos intervalos de confianza del 95% no cruzan la
linea del cero son estadisticamente significativos. En la presente figura, todos los parametros cruzan la
linea del cero, por lo que no existe correlacion, y por tanto se descartd acido malico para la siguiente
iteracion.
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De esta forma, se iter6 el modelo PLS teniendo en cuenta 2 componentes principales, los
cuales explican el 55,93% (hl)y 14,42% (h2) de la varianza, representando un porcentaje
total de explicacion del 70,35%. De este modo, la Figura 59 evidencia las correlaciones

entre variables sensoriales e instrumentales segun los datos obtenidos en el presente

’
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Fig. 59: Grafico biplot de correlaciones entre variables instrumentales y sensoriales segun la prediccion
en el espacio respuesta, teniendo en cuenta los vectores de las 2 componentes, h1 y h2. Referencias:
Variables instrumentales (©), variables sensoriales (®). Cada variable esta precedida de su inicial
correspondiente, segun si se trata de parametros cromaticos (C), acidos organicos (AC) y azucares (AZ),
o descriptores de apariencia (A), olor (O), gusto basico (G), flavor (F) y textura (T).

Este analisis demuestra que existen correlaciones tanto positivas como negativas entre las
variables, y permite estimar la magnitud de su relacion en funcion del angulo y modulo
de los vectores con respecto a los ejes de las componentes principales (hl y h2). A

continuacion, se explica la forma en que estos resultados deben ser interpretados:

-Angulo: cuanto més paralelo es un vector al eje de una componente, significa que mas
ha contribuido a la creaciéon de la misma. Con esto se obtiene informacidon sobre qué
variables han sido mas determinantes para calcular cada componente, y permite establecer
si entre las variables existe correlacion. En el presente anélisis, se observa que gran parte
de las variables se concentraron de forma casi paralela a hl; esto significa que la

componente 1 fue la que mayor contribucion aportd al modelo. Ademas, los angulos
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agudos entre vectores indican una alta correlacion entre las variables implicadas, los
angulos rectos representan una falta de correlacion, y los angulos obtusos indican una
correlacion negativa. Por tanto, las variables positivamente correlacionadas se agrupan
juntas o proximas, mientras que las negativamente correlacionadas apareceran en lados

opuestos con respecto al origen, o sea en cuadrantes opuestos.

La Tabla 24 resume las principales correlaciones encontradas en el presente analisis.

Tabla 24: Principales correlaciones positivas, nulas y negativas entre las variables instrumentales y
sensoriales segun la prediccion del modelo.

Tipo d_e 2 Ejemplos
correlacion
Intensidad olor/ intensidad durazno/ intensidad flavor
Flavor durazno / saturacion de color (C*) / gusto dulce / fructosa
Positiva
Firmeza / tono de color (h°) / textura crujiente / luminosidad (L*)
Apariencia deshidratacion/ flavor verde/ gusto acido
Sacarosa/ acido ascorbico
Nula
Jugosidad/ flavor fermentado
Jugosidad/ dureza
Negativa Olor verde/ olor durazno
Flavor verde/ flavor durazno

- Médulo: cuanto mayor es la longitud de un vector relacionado con alguna variable, un
mayor porcentaje de variabilidad de dicha variable estard contenida en la representacion
de las dos componentes del biplot, es decir, estard mejor representada su informacion en
el grafico. Por tanto, la calidad de la representacion de las variables aumentara, a medida
que la distancia entre las variables y el origen esté mas proxima a la circunferencia o
circulo de correlacion. En el presente andlisis, se observa que gran parte de las variables
se encuentran proximas al circulo de correlacion, exceptuando las siguientes: flavor
astringente, homogeneidad de apariencia, 4cido citrico, textura pastosa, deshidratacion y
luminosidad. Dichas variables, posicionadas mas cerca del origen, no significaron un
aporte importante a la calidad del modelo tal cual estd definido, o bien necesitarian de la
inclusion de mas componentes para aumentar su representacion.

Para poder interpretar con un mayor grado de detalle la relacion entre distintas variables
instrumentales y sensoriales, se representan a continuacion los coeficientes
estandarizados de aquellas variables de mayor interés y que presentaron mejor calidad de

ajuste en el modelo (Fig. 60).
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Fig. 60: Cocficientes estandarizados del analisis de firmeza (A, m), acido ascorbico (B, m) y
glucosa (C, =) en relacion a las variables sensoriales predictoras. Los parametros cuyos intervalos de
confianza del 95% no cruzan la linea del cero son estadisticamente significativos.

La calidad del ajuste también se muestra en el grafico sobre los datos observados frente a los predichos,
para el andlisis de firmeza (D, m), &cido ascorbico (E, m) y glucosa (F, m).

En primer lugar, se demostré que la firmeza, medida instrumentalmente, esta
correlacionada positivamente con el gusto acido, la dureza y la textura crujiente
percibidas, mientras que, en cambio, se encuentra correlacionada negativamente con la

intensidad de apariencia, el gusto dulce y la jugosidad (Fig. 60A).
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En segundo lugar, el contenido de 4cido ascorbico esté correlacionado positivamente con
el olor a verde y el gusto amargo y acido, mientras que se encuentra correlacionado
negativamente con la intensidad de apariencia, el brillo, la intensidad de olor, y el olor a

durazno y sobremaduro (Fig. 60B).

Por ultimo, el contenido de glucosa esta correlacionado positivamente con la intensidad
de apariencia, el brillo, la intensidad de olor, la intensidad de flavor, el flavor a durazno
y el gusto dulce, mientras que se encuentra correlacionado negativamente con el olor a
verde, el flavor a verde, el gusto amargo y 4cido y la textura crujiente percibidas (Fig.
60C). La calidad del ajuste del modelo para cada variable estd calculada a partir de los

datos observados frente a los predichos (Fig. 60 D, E y F).

Finalmente, la Figura 61 muestra el grafico biplot, el cual permiti6 ubicar a los distintos
tratamientos de las variedades estudiadas en funcion de las componentes definidas en el
andlisis PLS. Cabe destacar que las muestras tanto control como irradiadas de cada

variedad se ubicaron en un cuadrante diferente en el grafico.
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Fig. 61: Grafico biplot de correlaciones entre variables instrumentales y sensoriales segun la prediccion
en el espacio respuesta, teniendo en cuenta los vectores de las 2 componentes, h1l y h2. Referencias:
Variables instrumentales (0), variables sensoriales (®), muestras de duraznos minimamente procesados
cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette a dosis de irradiacion (0; 0,2 kGy), (e).
cv. Flordaking: (1A) 0 kGy, (1B) 0,2 kGy; cv. Early Grand: (2A) 0 kGy, (2B) 0,2 kGy;
cv. Dixiland: (3A) 0 kGy, (3B) 0,2 kGy (seleccionada como variedad y tratamiento 6ptimos, representada
en el grafico con una *); cv. Fayette: (4A) 0 kGy, (4B) 0,2 kGy.
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Los resultados muestran que la primer componente (h1) explicoé el mayor porcentaje de
la varianza del modelo (55,93%), indicando que los tratamientos en el lado derecho del
biplot (cv. Flordaking y Early Grand) presentarian mayores valores de firmeza, tono de
color y contenido de acido ascorbico, en conjunto con la percepcion sensorial de mayor
dureza, crujiente, olor y flavor a verde, y gusto acido y amargo, atributos que caracterizan
a frutas en un estadio inmaduro. Por su parte, los tratamientos en el lado izquierdo del
biplot (cv. Dixiland y Fayette) presentarian caracteristicas tipicas de frutas maduras con
atributos seguramente apreciados por el consumidor, como por ejemplo, jugosidad, flavor

y olor a durazno, gusto dulce, homogeneidad de apariencia, entre otros.

En cuanto a la segunda componente (h2), aunque la misma so6lo explica el 14,42% de la
varianza del modelo, se resalta que los tratamientos en el cuadrante de arriba (cv. Fayette)
exhibirian una mayor tendencia a presentar atributos como olor a sobremaduro, intensidad
de flavor y flavor fermentado, que corresponden a frutas en un estadio maduro avanzado.
No obstante, los tratamientos en el cuadrante de abajo (cv. Dixiland) presentarian una
menor tendencia a asociarse con atributos como flavor verde y gusto acido, y menores
valores de firmeza, y dureza y crujiente percibidas en la evaluacion sensorial, asi como
también una mayor saturacion de color, y contenido de azucares y acido ascorbico. Esta
componente también se asociaria, al inicio del almacenamiento, con una mayor intensidad

percibida de los atributos sensoriales: dulce, brillo, flavor a durazno y jugosidad.

Teniendo en cuenta lo analizado hasta aqui, el estudio permite inferir que los tratamientos
optimos serian aquellos ubicados en el cuadrante inferior del biplot, dado que en el mismo
se condensaron las caracteristicas asociadas con una mejor calidad del producto. Ademas,
se destaca que los vectores calculados para los tratamientos de cv. Dixiland fueron los
que presentaron un mayor modulo respecto a las demas variedades. Dentro de estos, las
muestras irradiadas de cv. Dixiland (3B) presentaron una mayor proximidad al eje hl y
una mayor correlacion positiva con la saturacion de color, el contenido de glucosa y

fructosa, y percepcion dulce, brillo y flavor a durazno.

En conclusion, el analisis por PLS sugiere que el tratamiento 6ptimo estaria determinado
por la aplicacion de dosis de irradiacion a 0,2 kGy en duraznos minimamente procesados
de cv. Dixiland (representado con una estrella en la Figura 61). Esta informacion
concuerda con los andlisis previos realizados mediante estudios de significancia

estadistica, asi como con las ecuaciones de regresion obtenidas para cada variable.

151



Resultados y Discusion — Analia Colletti

Proteinas de estrés (HSP)

La Figura 62A muestra el analisis SDS-PAGE de extractos proteicos de duraznos
minimamente procesados de cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette control y

tratados a 0,2 kGy, evaluados al dia inicial de almacenamiento.

Al igual que en el capitulo anterior, esta técnica permiti6 detectar un grupo de proteinas
inducidas por la irradiacidon, cuyo peso molecular oscila entre 25 y 48 kDa, lo que es
compatible con las caracteristicas de la familia de sHSP. Su localizacion en una regién
del gel con baja densidad de proteinas hizo factible la complementacion por densitometria
para agregar un aspecto cuantitativo. A partir de este analisis, se estimaron las cantidades
relativas de proteina inducidas por cada tratamiento, lo que revelé un aumento en la
intensidad de 6 bandas especificas (identificadas del “l al 6”) correspondientes a
proteinas entre 25 y 48 kDa, particularmente en las muestras irradiadas de cv. Early
Grand, Dixiland y Fayette (Fig. 62B). Tanto las muestras control como irradiadas de cv.

Flordaking no presentaron induccion de este tipo de proteinas.

Asimismo, como se muestra en el analisis de inmunotransferencia (Western blot), se
observaron las bandas especificas correspondientes a sHSP en la regioén de peso molecular
comprendida entre 25 y 48 kDa (identificadas del “1 al 6, siguiendo el mismo orden de
numeracion anterior), y 1 banda especifica correspondiente a la familia de HSP70 en la

region de peso molecular aproximadamente a 75 kDa (identificada como “17), (Fig. 63A).

En el primer caso, los resultados muestran un bajo nivel basal de sHSP en las muestras
sin irradiar, mientras que este nivel aumentd en los duraznos expuestos a dosis de
0,2 kGy, en particular las sHSP “1” y “2” (peso molecular ~25-35 kDa) para las muestras
irradiadas de cv. Early Grand, Dixiland y Fayette, en un 8, 9 y 11%, respectivamente,
para sHSP “1” y 10, 9 y 14%, respectivamente, para sHSP “2” (Fig. 63B). Esta misma
tendencia se observo para las sHSP “3”, “4” “5” y “6” (peso molecular ~35-48 kDa),
sobre todo en las muestras irradiadas de la cv. Fayette, entre un 6 y 11%, mientras que el
aumento en las muestras irradiadas de cv. Dixiland y Fayette constituy6 entre 1y 3%,
respecto a sus muestras control. En la variedad Flordaking no se observd un aumento de

sHSP debido a la irradiacion.

En relacion con la familia HSP70, se detecto la sobreexpresion de HSP70 “1” inicamente

en las muestras irradiadas de cv. Dixiland y Fayette. Al igual que en la figura anterior,
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tanto las muestras control como irradiadas de cv. Flordaking, no presentaron induccion

de este tipo de proteinas.

25 kDa
std i

48 kDa 35kDa

| |
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1B
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Fig. 62: Deteccion de la sobreexpresion de proteinas de estrés térmico (HSP) de duraznos minimamente
procesados cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette a dosis de irradiacion (0; 0,2 kGy). (A) SDS/
PAGE de extractos de proteinas; (B) Analisis densitométrico de la region de bajo peso molecular del gel,
(indicada por una linea de puntos en la Fig. 62A). Referencias: cv. Flordaking: (1A) 0 kGy, (1B) 0,2 kGy;

cv. Early Grand: (2A) 0 kGy, (2B) 0,2 kGy; cv. Dixiland: (3A) 0 kGy, (3B) 0,2 kGy;

cv. Fayette: (4A) 0 kGy, (4B) 0,2 kGy.

153



Resultados y Discusion — Analia Colletti

A
std 1A 1B 2A 28 3A 3B 4A 4B
245 -
180
135
100 X
1
75
63
48
6
5
35 4
3
2
25 1
e —
kDa
B
Valores (bits x pixel)
Muestra sHSP HSP70
1 2 3 4 5 6 1
1A 209,7 209,3 209,3 210,4 209,1 206,0 202,9
1B 2144 212,8 213,2 213,1 211,7 210,2 208,1
2A 210,8 212,7 208,8 210,4 209,6 209,4 208,4
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3A 193,0 189,9 198,0 202,0 198,2 189,4 210,4
3B 174,9 173,6 192,9 200,2 198,7 192,4 204,3
4A 201,1 207,9 209,2 213,5 211,5 209,2 208,4
4B 179,3 179,2 197,3 200,3 198,0 187,4 203,1
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Fig. 63: (A) Analisis de inmunotransferencia de extractos proteicos de duraznos minimamente procesados
cv. Flordaking, Early Grand, Dixiland y Fayette a dosis de irradiacion (0; 0,2 kGy). Deteccion de 6
bandas correspondientes a proteinas de estrés térmico de bajo peso molecular (sHSP) entre 25 y 40 kDa y
1 banda correspondiente a HSP70 a 75 kDa; (B) Analisis densitométrico de las sHSP y HSP70
determinadas en la inmunotransferencia. Referencias: cv. Flordaking: (1A) 0 kGy, (1B) 0,2 kGy; cv.
Early Grand: (2A) 0 kGy, (2B) 0,2 kGy; cv. Dixiland: (3A) 0 kGy, (3B) 0,2 kGy; cv. Fayette: (4A) 0
kGy, (4B) 0,2 kGy.
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Validacion

Los resultados obtenidos en el ensayo de validacion del modelo del presente capitulo,
incluyendo las muestras tratadas de todas las variedades, no difirieron estadisticamente
(p > 0,05) con los valores 6ptimos predichos del capitulo previo (prueba ¢-Student), en
particular para el pardmetro firmeza, a los dias 0 y 14 de almacenamiento. La Tabla 25
ejemplifica la validacion de la firmeza al dia 14 para las muestras tratadas de cv. Fayette

respecto a los valores predichos.

Tabla 25: Valores predichos y experimentales para el parametro firmeza al dia 14 de almacenamiento a
4 °C entre muestras cv. Granada a 0,25 kGy (ensayo de optimizacion/ capitulo 2) y muestras cv. Fayette a
0,2 kGy (capitulo 3). Validacion por prueba ¢-Student pareada.

Valor predicho 6ptimo Valor experimental t-Student
Firmeza (N) 1,7+0,9 1,1 £0,5 p>0,05

4.4.3. Discusion

Los resultados presentados en el capitulo actual evidencian que, para las distintas
variedades evaluadas, la dosis de irradiacion optimizada en el capitulo previo, en conjunto
con el envasado con film de baja permeabilidad al oxigeno, permitié conservar la calidad
fisicoquimica, sensorial y fisiolégica de los duraznos minimamente procesados. Sin
embargo, se hizo evidente que la aptitud varietal representa un pardmetro importante a
considerar, en virtud de las caracteristicas intrinsecas naturales de cada cultivar, que
responden de manera diferente ante ciertos estimulos climaticos y ambientales, asi como
ante variaciones en los parametros de procesamiento pre y poscosecha (Lopez-Morales

et al.,2021; Tiwari & Cummins, 2013).

Respecto a las condiciones climaticas, es sabido que cada variedad de cultivo necesita
una combinacidn especifica para alcanzar su potencial; sus ciclos estan estrechamente
ligados a acontecimientos particulares que se producen en determinados momentos
(Fadon & Rodrigo, 2018). Por ejemplo, el aumento de las temperaturas por efecto del
cambio climatico hace que los frutales florezcan antes y se desarrollen mas rapido, por lo
que aparecen en el mercado variedades tempranas que necesitan menos horas de frio
(Atkinson et al., 2013). Por otro lado, la zona geografica, los indices agrondomicos y los
factores de cosecha (incluida la fase de madurez) influyen significativamente en el

contenido de compuestos fitoquimicos naturales de los cultivos (Naczk & Shahidi, 2006,
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Padilla et al., 2007, Vallejo et al., 2003). Aparte de estos parametros previos a la cosecha,
las distintas etapas posteriores a la misma, incluidas las operaciones de procesado (por
ejemplo, tratamientos térmicos, lavado, pelado y cortado, secado y enlatado) aplicados
con el objetivo de garantizar inocuidad, extender la vida 1til o desarrollar productos de
conveniencia, también influyen de manera importante en la estabilidad de estos
compuestos, los cuales podrian degradarse (Aaby et al., 2007, Rawson et al., 2010,
Volden et al., 2009). En funcion de esto, la industria debe seleccionar aquellas variedades
mas resistentes a las condiciones climaticas y a las fases de transformacion que se aplican

para obtener los diferentes productos.

En cuanto a los procesos de control de la calidad de la fruta, existen en la actualidad
diferentes técnicas no destructivas, como por ejemplo, la espectroscopia de reflectancia
en el infrarrojo cercano por transformada de Fourier (FT-NIR) para la deteccion y
clasificacion de las variedades en una linea de produccion (Tavakolian et al., 2013), o la
utilizaciéon de plataformas IoT (Internet of things) con herramientas de inteligencia
artificial que generan informacion para predecir sucesos indeseables climaticos,
interacciones sobre los cultivos y sus rendimientos, entre otros. A partir de una gran
cantidad de datos experimentales, la tecnologia permite hoy en dia integrar y analizar para
una toma de decisiones eficiente, tanto en el campo como en la industria. También se
estan simulando distintos escenarios para el desarrollo de variedades de fruta de carozo

que mejor se adapten a un entorno especifico (Lopez-Morales et al., 2021).

En cuanto al tratamiento evaluado, los resultados muestran que la dosis utilizada en el
presente capitulo (0,2 kGy) permitié preservar los parametros cromaticos y de firmeza
estudiados, lo cual resulta coincidente con lo mostrado en los capitulos previos, en los
que se aplicaron dosis bajas de irradiacion (< 1 kGy), y solo se visualizaron cambios en
la maduracion de las frutas mayormente asociados al efecto propio del almacenamiento.
En estudios previos realizados para evaluar el efecto de la irradiacion y el tiempo de
almacenamiento sobre la firmeza de diferentes variedades de arandanos, se reportd que,
en general, la firmeza no es afectada por las dosis aplicadas (0,15 y 0,3 kGy), sino en
mayor medida por el periodo de almacenamiento (1, 4, 7, 11 y 14 dias), (Lires et al.,

2018).

Si bien en los capitulos previos se explicod que la irradiacion gamma puede potencialmente

inducir el ablandamiento de los tejidos, los resultados muestran que dosis suaves, como

156



Resultados y Discusion — Analia Colletti

las aplicadas en el presente ensayo, postergaron dicho efecto, el cual se evidenci6 recién
a los 7 dias de almacenamiento refrigerado luego de la aplicacion. En consecuencia,
resultaria interesante a nivel comercial aprovechar este efecto para recolectar los duraznos
en un estado ain inmaduro, que permitiria una mejor manipulacion poscosecha y
procesamiento minimo, y luego alcanzar con la aplicaciéon del tratamiento de irradiacion,
valores 6ptimos de firmeza de consumo contemplando el periodo de tiempo inherente a
la logistica, desde la planta de irradiacion hacia los centros de distribucion y
posteriormente a los comercios. Cabe destacar que este parametro se mantuvo luego en
el tiempo hasta los 14 dias estudiados, por lo que la aplicacion de este tratamiento en las

dosis indicadas ayudaria a obtener un producto homogéneo disponible en el mercado.

Por otra parte, cobra importancia la percepcion sensorial de los atributos, por lo que el
andlisis sensorial representd una herramienta de gran utilidad para complementar los
estudios fisicoquimicos y bioquimicos hasta aqui realizados. Asi, se pudo corroborar que
los atributos de apariencia no fueron afectados por el tratamiento de 0,2 kGy, lo cual
resulta coincidente con un estudio previo, en donde no se encontraron diferencias visuales
entre las muestras control y las sometidas a dosis bajas de irradiacion (0,3 - 1,0 kGy) en
dos cultivares de mango incluidos en ese estudio (Mahto & Das, 2013). En otra
publicacion reciente, se encontrd que dosis del orden de 0,15 kGy pueden utilizarse como
tratamiento fitosanitario sin afectar sustancialmente a las propiedades sensoriales de
mangos cv. Ataulfo (Cancino-Vazquez et al., 2020). En el presente capitulo, se identificd
en cv. Dixiland y Fayette, que las intensidades tanto de olor como de flavor fueron
siempre mayores en comparacion con las otras variedades estudiadas, siendo las
caracteristicas intrinsecas varietales y los compuestos volatiles generados en el inicio de
la maduracion las responsables de dicho efecto, como se explico en capitulos anteriores.
Esto puede correlacionarse directamente con el leve aumento del olor y flavor a durazno,
con el olor a sobremaduro, y con la reduccion en el olor y flavor a verde presente en

dichas variedades.

De manera semejante, los atributos de textura bucal no fueron afectados por el
tratamiento, mientras que cv. Dixiland fue percibida como la variedad de mayor jugosidad
y menor textura crujiente. Estudios previos revelaron que los consumidores muestran una
mayor preferencia por granadas irradiadas a 0,4 kGy en comparacién con las muestras

control, debido una mayor percepcion del descriptor “jugosidad” (Shahbaz et al., 2014).
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Todos estos atributos juegan distintos roles en la comprension de la percepcion sensorial
de la calidad de los alimentos. En particular, el flavor general de las frutas y hortalizas
frescas incluye varias sensaciones distintas, cobrando especial importancia los gustos
dulces, acidos y amargos. Es importante mencionar que la cantidad de aztcares y acidos
organicos (y la relacion entre ambos) determinan a menudo la dulzura y la acidez de una
fruta, y en algunas especies frutales particulares son incluso utilizados como indices de
cosecha. Ademas, los compuestos volatiles son responsables del olor caracteristico de

muchas frutas y hortalizas.

Segun Flores et al. (2012), uno de los factores mas relevantes en el desarrollo del olor y
del aroma de una fruta es la presencia y cantidad de 4acidos organicos. En particular, los
acidos organicos predominantes en el durazno son el dcido malico, el 4cido citrico y el
acido quinico, los cuales disminuyen a medida que la fruta madura (Day et al. 1997,
Rodriguez-Félix et al., 2011; Wu et al., 2003). La principal razén de esto es que estos
compuestos son usados como sustratos respiratorios, y ademas pueden ser convertidos en
azucares. En los duraznos ensayados en el presente capitulo, el contenido de acidos
organicos se mantuvo estable ante el tratamiento de irradiacién a la dosis aplicada,
mientras que el mayor efecto sobre los mismos estuvo dado por el almacenamiento (una
reduccion en general). Con respecto a los cambios en la concentraciéon de acidos
organicos durante el almacenamiento, en una investigacion previa se observo en frutas
frescas de durazno cv. Dixiland un aumento significativo del 37% en la concentracion de
acido citrico en el dia 7 después de la cosecha, con una concentracion de 0,4 g/100 g de
peso fresco, mientras que el acido malico no mostré cambios significativos (Borsani et
al., 2009). En otro de los estudios, Fan et al. (2009) explican que el aumento de la
concentracion de 4cidos durante las etapas de almacenamiento provoca un efecto de
deterioro en la calidad de frutillas, que puede estar relacionado con la produccién de

acidos debido al crecimiento de mohos.

Es interesante destacar la estabilidad del acido madlico frente a los tratamientos de
irradiacién gamma empleados, en contraposicion a lo que sucede con la aplicacion de
tratamientos térmicos. En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion, se observo
en tomates que la aplicacion de tratamientos térmicos prolongados (incubaciéon en una
camara tradicional a 38 °C y 95% de humedad relativa durante 72 h) provocaba una
marcada disminucion en la concentracion del acido malico, medido por andlisis

cromatograficos (Polenta et al., 2006). De esta manera, se evidencid que los tratamientos
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térmicos inducen un aumento en el metabolismo basal, acelerando particularmente la

velocidad de consumo del 4cido malico.

Por su parte, la determinacion de acido ascorbico se utiliza como marcador de la calidad
nutricional de los duraznos ya que, por su gran susceptibilidad a la oxidacion y a las altas
temperaturas, el hecho de que un tratamiento no afecte su concentracion seria indicativo
de que la mayoria de las otras vitaminas y compuestos nutricionales tampoco se habrian
alterado. Si bien los resultados indican que tanto los tratamientos de irradiacién como el
tiempo de almacenamiento no afectaron el contenido de este compuesto, es importante
mencionar que se encontré6 una cierta variabilidad entre los diferentes cultivares
analizados. Entre las causas de este fendmeno se podrian mencionar a la variabilidad
propia de la materia prima y, principalmente, a las diferencias en la impregnacion del

compuesto durante el bafio de acido ascorbico en la preparacion de las muestras.

Es interesante considerar que el proceso de enlatado en productos frutihorticolas,
mediante el cual se obtiene también un producto de vida util extendida, provoca
inmediatamente después del tratamiento una pérdida de hasta el 90% del 4cido ascorbico
segiin la matriz vegetal que se trate (Rickman et al., 2007), por lo que la irradiacion
gamma ofrece la gran ventaja de preservar un compuesto sumamente sensible a los
tratamientos térmicos, siempre y cuando se aplique a dosis adecuadas. Desde este punto
de vista, deben evitarse en frutas las dosis mayores a 1 kGy, ya que pueden causar la
reduccion de este compuesto debido principalmente a la oxidacion del 4cido ascorbico a
través de la accion de los radicales OH generados durante el proceso (Simic, 2018; Wong

& Kitts, 2001).

Diversas publicaciones cientificas llevadas a cabo con otras especies frutihorticolas
demostraron que la concentracion de acido ascorbico se reduce un 24% y un 53%
(p <0,05) a dosis de 1 y 4 kGy, respectivamente (Fan & Sokorai, 2008), mientras que
dosis de 0,3, 0,6 y 0,9 kGy sdlo influian levemente en el nivel de esta vitamina, siendo el
efecto del tiempo de almacenamiento el principal causante de su reduccion (Hussain et

al.,2012; Maraei & Elsawy, 2017).

Los azucares representan otro tipo de compuestos de interés, que generalmente sufren
alteraciones durante el proceso de maduracion de las frutas, ademas de los tratamientos
poscosecha aplicados. En la maduracion, los cambios a nivel de carbohidratos se derivan

de la conversion del almidon en azucares solubles, incrementandose el gusto dulce en las
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frutas; también hay degradacion de carbohidratos poliméricos, almidon y celulosa, por lo
que ademas del flavor, se ve afectada la textura del producto (Hiwasa & Ezura, 2014).
Los principales azlicares presentes en el durazno son sacarosa, glucosa, fructosa y en
menores cantidades sorbitol (Cantin et al., 2009) e inositol, este ultimo con una

concentracion del 1,1% (Moriguchi et al., 2007).

En el presente capitulo, al igual que para los &cidos organicos, el efecto del tiempo de
almacenamiento predominé frente al de la dosis de irradiacion, reduciéndose la
concentracion de sacarosa al aumentar el tiempo de conservacion a 4°C. Estudios
realizados por Borsani et al., (2009) en duraznos frescos cv. Dixiland mostraron una
disminucion significativa del 22% en el contenido de sacarosa de las frutas en el dia 7
después de la cosecha, alcanzandose un contenido aproximado de 2,5 g/100 g de peso
fresco. Asimismo, para ese dia, se presentd un aumento significativo de entre 28 y 32%
en el contenido de glucosa y fructosa, con valores aproximados de 0,96 y 0,97 g/100 g de
peso fresco, respectivamente, mientras que el contenido de sorbitol en el momento de la
cosecha fue de 0,22 g/100 g de peso fresco, torndndose indetectable al dia 7. En ese
momento, un panel sensorial refiridé un gusto mas dulce de las frutas, gracias al mayor

poder edulcorante de la fructosa.

Es importante mencionar que, en los estadios de almacenamiento mas avanzados, parte
de la glucosa y la fructosa es consumida para producir energia por el sistema de defensa
de la fruta a través del mecanismo fenilpropanoide (Dixon & Paiva, 1995; Matsuda et al.,
2005). En consecuencia, Victoria-Escamilla et al., (2013) indican que en la etapa
poscosecha, los cultivos presentan modificaciones a nivel de calidad, valor nutricional y
propiedades organolépticas, como resultado del balance entre la produccion de aztcares
a partir de almidon y la degradaciéon y consumo de los mismos y otros compuestos
organicos en el metabolismo respiratorio. Las fluctuaciones en el contenido de azlicar en
frutas climatéricas se atribuyen a la maduracion y al momento de consumo (Duran-Soria

et al., 2020; Khan et al., 2018).

Respecto al efecto del tratamiento de irradiacion, estudios previos muestran que el
contenido de solidos solubles totales permanece relativamente constante entre muestras
de mango control e irradiadas a 0,5 kGy, mientras que todas las muestras experimentaron
un aumento del contenido de aztcar (p < 0,05) después de dos semanas, siendo las

muestras control las que mostraron el incremento mas sustancial (Tabassum et al., 2023).
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Prakash y Ornelas-Paz (2019) observaron que las dosis bajas de irradiacion (0,075 y
0,3 kGy) no alteraban el contenido de glucosa, fructosa o sacarosa en limones, pepinos,

nectarinas, papayas, caquis, calabacines y mandarinas.

Los estudios de correlacion entre los parametros sensoriales e instrumentales son
utilizados cada vez mas como una herramienta en la etapa de desarrollo de productos en
la industria alimentaria (Frontela ef al., 2006). Las tendencias actuales incluyen el uso de
correlaciones multiples para comprender mejor relacion entre el proceso, la percepcion
sensorial y las propiedades fisicoquimicas de los alimentos. El estudio de las propiedades
sensoriales basado en medidas instrumentales permite identificar las causas
fisicoquimicas de cada atributo sensorial, en la generacion de flavors y texturas, entre
otros. En funcidén de lo comentado anteriormente, resulta evidente la necesidad de
establecer un método que permita analizar, de forma simultanea las variables disponibles
tanto sensoriales como instrumentales, con el fin de estandarizar el proceso de
entrenamiento de sistemas (Acosta, 2010). Vazquez et al. (2014) han estudiado en forma
detallada la relacion entre ambos tipos de sistemas, pudiendo mencionarse la relacion
entre calidad sensorial y las caracteristicas cromaticas o entre el analisis sensorial y el
perfil de compuestos volatiles. Sin embargo, existen pocos estudios que hayan establecido
una correlacion compleja entre las propiedades instrumentales y sensoriales (Alcaraz-
Marmol et al., 2015). En consecuencia, se resalta la importancia de lo abordado en el
presente capitulo a través de la utilizacion del andlisis multivariado, para correlacionar
las variables al dia inicial del almacenamiento y, ademas, caracterizar la aptitud varietal

en funcién del tratamiento aplicado.

Aunque los consumidores juzgan la calidad de los productos minimamente procesados
basandose en la apariencia y frescura en el momento de la primera adquisicion, la
probabilidad de realizar compras posteriores del mismo producto depende de la
satisfaccion lograda en términos de textura y el sabor, pero con un interés constante en la
calidad nutricional y la inocuidad (Mondito & Ferratto, 2006; Rico et al., 2007). En este
sentido, es importante el establecimiento de una relacion estrecha entre los pardmetros

instrumentales con los sensoriales.

Entre los hallazgos de mayor relevancia, puede mencionarse a la correlacion encontrada
entre atributos como la intensidad de apariencia, el gusto dulce y la jugosidad y su efecto

sobre la reduccién en la firmeza determinada. También resulta interesante el hecho de
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que, mediante atributos como la intensidad de apariencia, el brillo, la intensidad de olor,
y el olor a durazno y sobremaduro pueda estar relacionado con la disminucion en el
contenido de acido ascorbico presente. Ademas, la intensidad de apariencia, el brillo, la
intensidad de olor y flavor, el flavor a durazno y el gusto dulce podrian describir el efecto
en la concentracion de azucares determinados de forma experimental. Adicionalmente, el
andlisis permiti6 determinar que las muestras ensayadas de cv. Dixiland, en particular
aquellas irradiadas, presentaron caracteristicas tipicas de frutas maduras, como, por
ejemplo, jugosidad, flavor y olor a durazno, gusto dulce, homogeneidad de apariencia,

entre otros.

En cuanto al efecto varietal, investigaciones previas evidenciaron que la fruta de
diferentes cultivares de durazno presentaban una variacion en el contenido de metabolitos
clave implicados en las propiedades sensoriales. Se pudo hipotetizar que la irradiacion
gamma a dosis de 1,0 kGy aceleran la maduracién de los duraznos, ya que las muestras
irradiadas se describieron como dulces y con flavor a durazno, mientras que las muestras
control tenian un gusto acido y flavor a verde, relacionados con la fruta inmadura (Pieroni

etal., 2023).

Como fuera comentado, uno de los hallazgos mas relevantes fue el hecho de que a través
de estudios inmunologicos especificos pudo detectarse la sobreexpresion de las familias
sHSP y HSP70, solo en frutas expuestas a irradiacion, en mayor medida en cv. Dixiland
y Fayette, las cuales serian capaces de inducir mecanismos de defensa bioquimicos, lo
cual tendria un potencial efecto protector contra dafios fisioldgicos. Como se ha senalado
anteriormente, este mecanismo de tolerancia formaria parte de la adaptacion evolutiva de
los tejidos vegetales a diferentes perturbaciones externas, pero puede tener una
aplicabilidad promisoria para mejorar la conservacion de frutas y hortalizas (Sun et al.,

2010; Sung et al, 2014).

En una aplicacion totalmente diferente y alejada de los alimentos, especificamente en
medicina oncologica, dicho fenomeno es bien conocido, ya que diferentes estudios
mostraron que dosis bajas de radiacion ionizante pueden inducir en los tumores respuestas
adaptativas relacionadas con la sintesis de HSP, protegiéndolos de los efectos nocivos de
una posterior exposicion a altas dosis de radiacion (Liu et al., 1990, Schmid & Multhoff,
2012; Wolff et al., 1989). También se informd sobre un mecanismo similar en

microorganismos, en los cuales parte de la respuesta a la aplicacion de tratamientos de
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irradiacidn fue también la induccion de HSP (Caillet ef al., 2008). En este ultimo caso, el
aumento de HSP fue altamente dependiente de la dosis de rayos gamma (so6lo se verifico
para dosis bajas), lo que evidenciaria la funcioén citoprotectora frente al estrés por
radiacion ionizante. Desde un punto de vista practico, esta respuesta puede considerarse
una desventaja de la irradiacion a dosis bajas como tratamiento de desinfeccion, ya que,
contrariamente a la proteccion deseada en el caso de las frutas conservadas, las dosis bajas
podrian aumentar la resistencia de las bacterias patdgenas y alterantes a este tipo de
tratamientos. Sin embargo, estas proteinas podrian utilizarse como biomarcadores para
optimizar y seleccionar los tratamientos mas adecuados, segiin la matriz alimentaria y el

objetivo que se busca lograr.
4.4.4. Conclusiones

En este capitulo se llevd a cabo un estudio integral de diversas propiedades
fisicoquimicas, sensoriales y fisiologicas de duraznos minimamente procesados y tratados
por irradiacion gamma en la dosis optimizada en los capitulos anteriores. La irradiacion
representa una tecnologia no térmica de preservacion que, a pesar de no considerarse
como emergente, todavia tiene un gran potencial de aplicacion, sobre todo en alimentos.
En el presente capitulo, se caracterizd ademas la aptitud de diferentes variedades para ser
sometidas a este tratamiento a través del andlisis multivariado entre parametros
instrumentales bioquimicos y propiedades sensoriales. Entre los cultivares estudiados, se
pudo inferir que cv. Dixiland seria el mas adecuado para el procesamiento minimo y la
aplicacion de irradiacion gamma. En cuanto a la intensidad 6ptima, se confirmé el hecho
de que dosis suaves de irradiacion de 0,2 kGy podrian mantener estables las propiedades
de calidad fisicoquimicas, mientras que tendria un efecto potenciador sobre distintos
atributos sensoriales asociados a la maduracion de la fruta. Por otra parte, el tiempo de
almacenamiento fue el principal factor de deterioro, mitigado en conjunto con la
combinacion de la tecnologia de irradiacion gamma con atmosferas modificadas.
Ademas, los hallazgos relacionados con el mecanismo bioquimico de induccion de
defensa fisiologica en los duraznos pueden abrir una nueva perspectiva para la irradiacion
de productos frutihorticolas, y proporcionar una herramienta analitica capaz de predecir
y optimizar la eficacia de los tratamientos. Por lo tanto, puede concluirse que el estudio
permiti6 el desarrollo exitoso de un paquete tecnologico robusto capaz de garantizar la

calidad del producto final.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de investigacion se propuso avanzar en la obtencidén de un producto
final con alta calidad sensorial, nutricional, y vida util extendida a base de duraznos
minimamente procesados mediante la combinacion de diferentes tecnologias, incluyendo
la aplicacion de un tratamiento de irradiacion gamma y envasado con atmosferas
modificadas. Con este objetivo, se estudio el efecto de diversos factores, como la aptitud
varietal, la madurez de cosecha y las tecnologias de procesamiento en diferentes
condiciones, sobre distintos pardmetros bioquimicos, sensoriales y fisiologicos de

duraznos minimamente procesados.

A través del disefio y ejecucion de diversos ensayos, del desarrollo de distintas técnicas
de laboratorio y del andlisis de los resultados, se logré cumplir de manera satisfactoria
con cada uno de los objetivos planteados en el trabajo de tesis. En primer lugar, se
seleccionaron cuidadosamente distintas variedades de durazno en funcion de la oferta de
la temporada, con el objetivo de evaluar las mas aptas para el procesamiento, ademas de
definir las condiciones del mismo, tomando como referencia la aplicacion de dosis bajas
(< 1 kGy) establecidas en estudios bibliograficos previos. En un primer ensayo pudieron
establecerse las operaciones para el procesamiento minimo de los duraznos y se concluyo
que el tratamiento de irradiacion preserva los pardmetros cromaticos con una reduccion
de la firmeza, pero también induce una mayor estabilizacion de la misma durante el

periodo de conservacion, independientemente de la variedad.

Un andlisis integral posterior permitié determinar que la aplicacion de una dosis de
1,0 kGy, en combinaciéon con un envasado con films de baja permeabilidad al oxigeno,
produce una minima alteracion del color y pardeamiento, un aumento en la capacidad
antioxidante segun la variedad y ablandamiento de los tejidos. Si bien no existe una
evidencia directa, esto ultimo representa una ventaja tecnologica, ya que permitiria
cosechar a las frutas en un estadio mas temprano de maduracion, lo cual favorece el
manejo logistico, al prevenir el debilitamiento de sus estructuras y disminuir la
susceptibilidad al dafio mecénico y al ataque de patogenos, reduciendo en consecuencia
las pérdidas poscosecha. Seria interesante evaluar la aceptabilidad global de la fruta
irradiada y cosechada en diferentes grados de madurez. Ademas, se comprob6 el hecho
de que el tratamiento por irradiacion gamma constituye una tecnologia no térmica,

monitoreando la temperatura del producto mientras se aplicaban los tratamientos, y que
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también impide de manera efectiva el desarrollo de la microbiota alterante, como es el

caso de hongos filamentosos.

El analisis de optimizacion arrojé como resultado 0,25 kGy, como dosis Optima para
preservar los parametros fisicoquimicos, por lo que se selecciono este valor para los
estudios posteriores. A nivel fisiologico, con la aplicacion de tratamientos a bajas dosis
(0,1 y 0,3 kGy) se identifico en los duraznos, la induccion de unas proteinas especificas,
que se expresan ante exposiciones al estrés, y que podrian utilizarse como biomarcadores

para seleccionar los tratamientos mas adecuados.

Por otra parte, se concluye que la eleccion de la materia prima para el proceso es
determinante de la calidad del producto final, por lo que la identificacion de la aptitud
varietal representa un gran desafio. En este sentido, se correlacionaron variables
instrumentales con sensoriales, y se determin6 que, en el ensayo realizado, las muestras
de cv. Dixiland irradiadas a 0,2 kGy mantuvieron estables las propiedades de calidad
fisicoquimicas, mientras que presentaron atributos sensoriales asociados con la madurez

de consumo y la defensa fisioldgica ante el estrés generado.

Es importante resaltar que el procesamiento de frutas y hortalizas ha ido evolucionando
con los avances tecnolodgicos y con las exigencias crecientes de los consumidores en
cuanto a disponibilidad de productos en distintas épocas del afio, practicidad de
preparacion y consumo. Esto ha llevado a estimular la produccion de alimentos faciles de
preparar o listos para consumir, de excelente calidad nutricional y sensorial, y con uso
minimo de aditivos, privilegiando los tratamientos fisicos sobre los quimicos, y
respetando al medio ambiente, tanto durante su elaboracion, transporte y consumo. En
funcién de estos aspectos, el producto estudiado en la presente tesis se presenta como
promisorio para satisfacer las demandas de los consumidores mas exigentes, ya que la
tecnologia desarrollada permite la elaboraciéon de un producto con un alto grado de
“frescura” (dadas sus caracteristicas de apariencia, textura y flavor, y sus procesos
metabolicos activos), de buena calidad nutricional, con un minimo agregado de aditivos

y listo para consumir.

En funciéon de los aspectos estudiados en el presente trabajo de tesis, como en lo
desarrollado en otros trabajos de investigacion, puede concluirse que la aplicacion de
irradiacién gamma constituye una barrera de preservacion efectiva y promisoria para

extender la vida util de distintos alimentos. Seria esperable que esta tecnologia pueda
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transformarse a futuro en un proceso agroindustrial con un mayor grado de difusion,
favoreciendo el agregado de valor, con un impacto econdmico y comercial de gran

relevancia.

Estas investigaciones contribuyen a establecer las bases y conocimientos cientifico-
tecnologicos necesarios para ampliar la oferta de productos ionizados en el mercado,
generando informacion validada, que pueda contribuir a educar y revertir la actitud y los
prejuicios del consumidor sobre esta tecnologia. Esto deberia estar acompafiado por una
politica agroalimentaria orientada hacia la calidad integral, incluyendo no sélo los
aspectos de calidad e inocuidad, sino también incorporando de forma eficiente los
conceptos de trazabilidad, la evaluacion de aceptabilidad sensorial, el cuidado del medio
ambiente, la innovacion tecnoldgica e identidad territorial y la diferenciacion. Es
fundamental, en este sentido, entender lo que la demanda requiere, teniendo en cuenta la
garantia de inocuidad, las normas técnicas, certificaciones, cuestiones ambientales,
econdmicas y sociales, la orientacion hacia el agregado de valor a las materias primas, y

la sustentabilidad de los procesos.

Perspectivas futuras

Esta investigacion puede considerarse como un punto de partida hacia nuevas lineas de
estudio, generando un abanico de variables a analizar para el uso de irradiacion gamma
sobre frutas y hortalizas minimamente procesadas. Ademas, los resultados obtenidos y
las metodologias desarrolladas seran una fuente valiosa de informacion para el desarrollo
de futuras investigaciones que permitan establecer en forma mas precisa el efecto de
tecnologias de irradiacion para la preservacion y contribuyan al desarrollo de productos
vegetales irradiados. Entre las lineas a continuar en futuras investigaciones, se pueden

citar las siguientes:

Estudiar, ademas de la aptitud varietal, el momento de maduracion 6ptimo de los duraznos

para el procesamiento y aplicacion de tratamientos de irradiacion gamma.

Estudiar con mayor detalle los efectos que imparte la tecnologia de irradiacion en los
compuestos relevantes involucrados en los fendmenos bioquimicos, sensoriales y
morfologicos de los productos vegetales, como por ejemplo, el efecto sobre el perfil de
polifenoles y compuestos volatiles, sobre la actividad y expresion de las enzimas de pared,

tales como PG, PME y sobre las proteinas de membrana, asi como estudiar por ejemplo,
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el efecto sobre la ultraestructura de los tejidos por microscopia electronica de transmision

(TEM).

Realizar un analisis microbiologico tendiente a evaluar la eficacia de estos tratamientos
para la inactivacidn microbiana, incorporando variables como el recuento de
microorganismos aerobios y anaerobios, psicrétrofos, bacterias acido-lacticas, hongos y
levaduras, asi como ensayos de desafio con microorganismos patdogenos que pueden
llegar a contaminar productos minimamente procesados (Ej. Escherichia coli O157: H7,

Listeria monocytogenes).

Analizar la gendmica funcional de los duraznos minimamente procesados tratados por
irradiacion gamma para evaluar la expresion relativa de las enzimas PPO, PAL y ADH a
nivel de ARNm con respecto al producto sin irradiar mediante la amplificacion por RT-

PCR en tiempo real.

Ensayar con consumidores la aceptabilidad de los duraznos minimamente procesados
preservados mediante irradiacion gamma. Evaluar la percepcion del consumidor hacia los

productos tratados con esta tecnologia.

Evaluar la accion sinérgica de la irradiacion, con otras estrategias, por ejemplo, la
aplicacion del compuesto 1-MCP (1-metilciclopropeno), el cual se utiliza para bloquear

la unidn del etileno a las células, logrando de esta forma disminuir la tasa de respiracion.

Investigar otras tecnologias de irradiacion, como electrones acelerados o rayos X, y otras
tecnologias de conservacion no térmicas como el ultrasonido y altas presiones
hidrostaticas, con la posibilidad de combinarlos con tratamientos térmicos suaves, para

preservar frutas minimamente procesadas.

Evaluar el efecto de diferentes atmoésferas modificadas sobre la preservacion de los

duraznos minimamente procesados.

Evaluar si alguna de las operaciones aplicadas durante el procesamiento minimo de los
duraznos constituye un estrés en los duraznos minimamente procesados, capaz de inducir
un incremento de compuestos bioactivos y evaluar su estabilidad durante el

almacenamiento refrigerado.

Aplicar la dosis de irradiacion optimizada en la presente tesis en frutas enteras y estudiar
en ellas la induccion de proteinas de estrés térmico y su posible efecto para mitigar el

dafio por frio, lo cual permitiria un almacenamiento y transporte mas eficientes.
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— Realizar una extrapolacion de los resultados de escala laboratorio a industrial. A partir de
ello, generar un estudio de prefactibilidad técnica y econdémica que analice de forma
integral el procesamiento de los duraznos, incluyendo la aplicacion de tecnologias de
irradiacion.

— Utilizar una combinacion de herramientas informaticas y estadisticas, a través de
algoritmos de inteligencia artificial con el fin de analizar de manera compleja la
diversidad de datos obtenidos, que sean capaces de encontrar interacciones, patrones y
optimizacion de procesos. Por ejemplo, el uso de algoritmos de clustering “K-means”, 1os
cuales permiten clasificar y agrupar los datos a gran velocidad, o técnicas de deep
learning empleando redes neuronales para entrenar datos, generar programas que puedan

auto-aprender y obtener una toma de decisiones precisa en el tiempo.

— Crear e implementar encuestas, programas educativos y de difusion sobre la seguridad
del procedimiento de irradiacion para aumentar la confianza del consumidor en los

alimentos irradiados y fomentar su consumo/comercio a futuro.

— Gestionar el conocimiento profesional y técnico, el enfoque en la investigacion y
desarrollo, proyectar planes de negocios y de marketing para ampliar el mercado, analizar
las tendencias innovadoras en el disefio de plantas de irradiacion en el mundo y la
participacion de las Entidades Reguladoras que fomenten el desarrollo de experiencia en
las técnicas y promuevan el uso de las tecnologias nucleares con fines pacificos y en
condiciones de seguridad tecnologica y fisica, con el lema “Atomos para la paz y el

desarrollo” (OIEA).
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