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Desarrollo de estrategias alternativas para la conservacion postcosecha de frutillas

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar tratamientos postcosecha de frutilla
aplicando tecnologias de conservacion alternativas (ozono y pulsos de luz de alta intensi-
dad) como pretratamientos al almacenamiento refrigerado. Dichas tecnologias fueron apli-
cadas en forma individual o en un enfoque multifactorial entre si y/o con otro factor de
estrés (tratamiento térmico moderado).

El tratamiento con ozono en fase acuosa (concentracion maxima: 3,5 mg.L'l) du-
rante 5 min permitid reducir el crecimiento fingico (micobiota nativa y Botrytis cinerea) a
lo largo del almacenamiento a 5 °C, sin alterar de forma significativa los parametros de
calidad evaluados. El aumento en el grosor y densidad electronica de la cuticula, explica-
ron en parte la disminucion del nivel de infeccion y de pérdida de peso de estas muestras.
La combinacién de exposicion a ozono (3,5 mg.L") por 5 min seguida de 10 s de luz pul-
sada (LP) (11,9 J.cm™) 6 5 min de tratamiento térmico (TT) seguido de 10 s de LP mostra-
ron ser mas efectivos para reducir el crecimiento fingico respecto al tratamiento individual
de LP. Sin embargo, ninguno de los tratamientos combinados logré mejorar la inhibicion
alcanzada con el tratamiento térmico individual de 5 min. De los tratamientos evaluados,
solo el TT de 5 min y su combinacion con LP mostraron una mejora en la firmeza de los
frutos respecto al control, que fue correlacionada con los cambios microestructurales ob-
servados. Ademas, aquellos tratamientos (individuales o combinados) que resultaron mas
efectivos en la inhibicion de la micobiota nativa no resultaron en cambios significativos en
la capacidad antioxidante y los parametros fisicoquimicos. Por otra parte, el TT de 5 min
provoco cambios significativos en las propiedades opticas de los frutos.

Esta tesis mostro que los tratamientos individuales, aplicados en dosis adecuadas,
permitieron reducir el desarrollo fungico durante el almacenamiento refrigerado. Por otra
parte, los tratamientos combinados, si bien redujeron el nivel de infeccion, no lograron
superar los resultados obtenidos con los tratamientos individuales mas efectivos. Por lo
tanto, para alcanzar una mayor vida util es preciso profundizar el conocimiento de estas
tecnologias, a fines de encontrar las dosis y tiempos de exposicion 6ptimos para ser aplica-

dos de forma combinada entre si y/o con otros factores de estrés.

Palabras claves: frutilla, ozono, luz pulsada, tratamiento térmico, estructura, pro-

piedades mecanicas y opticas, micobiota.



Development of new strategies to extend the post-harvest life of strawberries

The aim of this thesis was to develop strawberry post-harvest treatments using al-
ternative preservation technologies (ozone and pulsed light) as pre-treatments to refrige-
rated storage. These technologies were applied individually or in a multi-factorial approach
to each other and/ or with other stress factor (mild thermal treatment).

Aqueous ozone exposure (maximum concentration: 3.5 mg.L™") for 5 min reduced
the fungal development (native mycobiota and inoculated Botrytis cinerea) along storage
at 5 °C, without inducing significant changes in the quality parameters evaluated, when
compared to control fruit. The thicker and more electron dense cuticle in these samples
would partially explain the reductions in microbial infection and weight loss along storage.
Combined treatments of 5 min of exposure to ozone (3.5 mg.L™") followed by 10 s of
pulsed light (PL) (11.9] .cm™) or 5 min of mild thermal treatment (TT) followed by 10 s of
PL, were effective to reduce fungal incidence when compared to individual PL treatment.
Nevertheless, none of the combined treatments assayed improved the inhibition levels
achieved with the individual TT of 5 min. Among the treatments evaluated, only the TT of
5 min and its combination with PL improved the firmness of the fruit with respect to con-
trol. This improvement was correlated with the micro-structural changes observed in those
samples. The treatments (individual or combined) that showed the greater effectiveness in
inhibiting the naturally occurring incidence did not showed a significant effect on the an-
tioxidant capacity and the physicochemical parameters. In addition, TT of 5 min had a de-
trimental effect on the optical properties of the fruit.

This thesis showed that individual treatments, applied in adequate doses, allowed
reducing the fungal development throughout refrigerated storage. Although the combined
treatments reduced the level of infection, they did not overcome the results obtained with
the most effective individual treatments. Therefore, to extend the fruit's shelf life it is nec-
essary to deepen the knowledge of these technologies in order to find the optimum doses
and exposure times to be applied in combination between them and with other stress fac-

tors.

Keywords: strawberry, ozone, pulsed light, mild thermal treatment, micro-structure,
mechanical properties, antioxidant properties, native micobiota, Botrytis cinerea, posthar-

vest.
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OBIJETIVOS

1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo general

En la actualidad existe una tendencia global a incentivar el consumo de frutas y
vegetales debido a los beneficios para la salud asociados a la ingesta de los mismos.
Para satisfacer las tendencias modernas de consumo, la industria debe proveer productos
de alta calidad organoléptica, nutricional y funcional que, sumado a los estindares de
inocuidad que limitan el acceso a ciertos mercados, presentan un desafio a la hora de
establecer tratamientos de conservacion post-cosecha.

El presente trabajo se enfoca en la preservacion de frutillas, una matriz comple-
ja debido a su tendencia al rapido deterioro durante el almacenamiento, y de gran im-
portancia econdmica en las provincias productoras del pais.

La frutilla es altamente apreciada debido a sus propiedades sensoriales y a sus
efectos promotores de la salud por su alta capacidad antioxidante, atribuida principal-
mente a su contenido de vitamina C, antocianinas y otros compuestos fenodlicos
(Alexandre y col., 2012). Este falso fruto tiene una vida util postcosecha muy limitada
debido a sus altas velocidades metabolicas y la susceptibilidad al deterioro microbiano,
traducidos en rapida deshidratacion, pérdida de firmeza, degradacion de tejidos y alte-
racion del color (Baka y col., 1999; Bialka y col., 2007; Duarte-Molina y col., 2016),
fenomenos que resultan en pérdidas econdomicas importantes.

El crecimiento de hongos es el principal problema microbiologico. Botrytis cine-
rea, causante de la podredumbre gris, es uno de los patoégenos mas frecuentes de esta
planta, tanto en la pre como en la postcosecha; pero también aparecen las especies Mu-
cor, Rhizopus, Collectotrichum y Phythophora (Barkai-Golan, 2001; Prusky y col.,
2010). La incidencia fingica en la postcosecha depende del nivel de contaminacion al
final del periodo de maduracion, y la infeccion es favorecida por el ablandamiento pro-
pio del fruto y por dafios ocasionados en la epidermis como consecuencia de la manipu-
lacion. Los métodos corrientes de control incluyen, ademas de las Buenas Practicas
Agricolas, la aplicacion de fungicidas sintéticos. Sin embargo, estos quimicos no son la
mejor solucion ya que pueden inducir resistencia en los microorganismos, y represen-
tan un riesgo para la salud humana y el ambiente, lo cual ha incrementado las restric-
ciones impuestas por las diversas agencias regulatorias y los mercados (Prusky y col.,

2010; Romanazzi y col., 2016). Por ello, en las tltimas décadas han surgido alternativas
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OBIJETIVOS

fisicas, quimicas y biologicas de inactivacion / inhibicion microbianas que posibilitan
incrementar el periodo de almacenamiento postcosecha, sin alterar en forma apreciable
los atributos de calidad de los frutos (Sy y col., 2005; Allende y col., 2007; Pombo y
col., 2009; Zhang y col., 2011; Birmpa y col., 2013; Ramos y col., 2013; Romanazzi y
col., 2016).

El objetivo general de esta tesis fue estudiar tratamientos postcosecha de fruti-
llas aplicando tecnologias de conservacion alternativas (ozono y pulsos de luz), utiliza-
dos en forma individual y en un enfoque multifactorial entre si y/o con otros factores de
estrés (tratamiento térmico suave y refrigeracion), con el fin de disefiar estrategias com-
binadas que permitan extender la vida util con un impacto minimo en las caracteristicas

organolépticas y funcionales.

1.2  Objetivos especificos
Los objetivos especificos fueron:

1. Evaluar la efectividad de distintas dosis de ozono en fase acuosa y
de luz pulsada, aplicados individualmente, en la respuesta de la micobiota na-
tiva 'y de B. cinerea durante el almacenamiento refrigerado de las frutillas.

2. Evaluar la efectividad de los factores aplicados en combinacion
entre si y con otros agentes de estrés microbiano (tratamiento térmico) en la
respuesta de la micobiota durante el almacenamiento refrigerado.

3. Evaluar la respuesta de las caracteristicas antioxidantes, de color,
reologicas y sensoriales de las frutillas a las diferentes dosis de los tratamien-
tos aplicados, después del procesamiento y durante el almacenamiento refri-
gerado.

4. Analizar las modificaciones a nivel micro y ultra-estructural del
tejido de frutilla para algunos tratamientos selectos a fin de interpretar par-
cialmente los cambios en las propiedades reoldgicas, Opticas y en la pérdida
de peso.

5. Integrar la respuesta microbiana y la de los atributos de calidad a
fin de establecer los limites de tolerancia de aplicacion de los distintos facto-

res de estrés microbianos, aplicados individualmente o en combinacion.
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2 INTRODUCCION

2.1  Coyuntura actual

La nutricion es una tematica de preocupacion a nivel mundial. La malnutricion,
desnutricion, carencia de micronutrientes, sobrepeso y obesidad afectan a una alta pro-
porcion de la poblacion mundial. Si bien los elevados niveles de desnutricion estan
intimamente relacionados con la imposibilidad de acceder a los alimentos, principal-
mente por cuestiones economicas, los niveles crecientes de sobrepeso y obesidad de los
distintos estratos etarios de la poblacion estan asociados al consumo de alimentos altos
en calorias y grasas, y con azicar o sal afiadidos. Diversos factores influyen en estos
cambios de habitos como ser el nivel de ingresos, los precios de los productos, preferen-
cias individuales, tradiciones culturales, factores geograficos, entre otros. En Argentina
en particular, un estudio realizado por Zapata y col. (2016) sobre los cambios de hébi-
tos alimenticios en la poblacion reveld un descenso del 27 % del consumo de frutas y
hortalizas no feculentas en el periodo 1997 - 2013, alcanzando apenas los 227 g diarios.

La ingesta recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es de
400 g por dia de frutas y vegetales no feculentos, por lo tanto, también resulta importan-
te la variedad de los frutos y vegetales en la dieta diaria. Es decir, que en Argentina el
consumo esta significativamente por debajo de lo recomendado. Esto ha incentivado
diferentes campafias desde el Estado, siendo la mas reciente la denominada "Mas frutas
y verduras" del Ministerio de Agroindustrias, que pretende elevar el consumo diario de
frutas y hortalizas a 700 g. Diferentes actividades se promueven en esta campaia desde
reuniones periddicas con el sector productivo y consumidor, hasta eventos publicos
donde cocineros profesionales elaboran platos simples utilizando ingredientes de esta-
cion. El ministerio de salud ha lanzado campafias publicitarias, dirigidas tanto al publico
adulto como nifios, con las que se busca difundir la importancia de una alimentacién
saludable y, en cuanto al consumo de frutas y vegetales, se fomenta la ingesta de "diver-
sidad de colores" para incentivar ademas, la incorporacion de una mayor variedad de
este tipo de alimentos en la dieta diaria. Algunos ejemplos de ellos se presentan en la

Figura 2.1.
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Figura 2.1. Ejemplos de placas para redes sociales promoviendo la alimentacion
saludable del Ministerio de Salud de la Nacion Argentina.

Los beneficios provenientes de la ingesta regular de frutas y verduras, alimentos
con elevados niveles de vitaminas y minerales, ha sido ampliamente estudiado y divul-
gado en los ultimos afios. Una dieta que carece de los micronutrientes apropiados puede
generar problemas de desarrollo en nifios o problemas congénitos si la mujer embaraza-
da no tuvo la alimentacion correcta durante el embarazo. Se ha demostrado que una
mayor incorporacion de frutas y vegetales en la ingesta diaria aporta estos micronutrien-
tes y tiene ademas un efecto protector frente a algunos tipos de cancer y enfermedades
coronarias cronicas (Rodriguez-Mateos y col., 2014; Tulipani y col., 2014; Gasparrini y
col., 2018).

Los cambios de habitos en la ingesta de este tipo de alimentos conllevaria a un
potencial incremento en la demanda de frutas y vegetales frescos, minimamente proce-
sados, congelados, etc., que desencadenan ademas la busqueda de estrategias que au-
menten los rendimientos de los cultivos para aumentar la produccioén, como asi también
a la mejora en los métodos de preservacion y descontaminacion que permitan comercia-
lizarlos en el mercado interno y exterior sin que impliquen un mayor riesgo de inciden-
cia de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs).

Actualmente, existe atin una gran dependencia en la aplicacion de fungicidas
sintéticos en los cordones frutihorticolas del pais, que no serian la mejor opcion dado el
impacto ambiental negativo que generan y al elevado riesgo para la salud humana. En
un estudio realizado por la organizaciéon no gubernamental Naturaleza de Derechos, se

han encontrado hasta 30 agroquimicos diferentes en un mismo alimento, incluyendo
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algunos prohibidos como el endosulfan y otros de altisima peligrosidad, como el car-
bendazim en frutas y hortalizas de consumo diario. Este estudio se realizdo mediante la
sistematizacion de los resultados de controles realizados por el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) que buscan detectar el uso de agroqui-
micos en distintos alimentos. En el 55 % de los casos muestreados (en el periodo 2011 -
2016) el uso de los quimicos encontrados no estaba autorizado. Entre los 82 agrotoxicos
detectados en 38 frutas, verduras, oleaginosas y cereales, el 44 % son cancerigenos. Los
alimentos en los que se aplicaron mayor numero de agroquimicos son los citricos (na-
ranja, mandarina, limén, pomelo), la manzana, la banana, la acelga, la frutilla, el apio y
la espinaca.

El creciente conocimiento de estos riesgos por parte de los consumidores, suma-
do a las restricciones al uso de quimicos que ha ido incrementandose tanto por parte de
agencias gubernamentales como por parte de grandes cadenas comercializadoras, orien-
tadas principalmente a la exportacion de productos (Prusky y col., 2010; Romanazzi y
col., 2016), conllevan a la busqueda de nuevas alternativas de procesamiento postcose-
cha.

El concepto de calidad en el caso de frutas y verduras puede diferir en ciertos
aspectos en funcion de la optica del productor/distribuidor o la del consumidor. En el
primer caso, los esfuerzos estaran principalmente orientados a conseguir una mayor vida
util, manteniendo minimas alteraciones en el aspecto del producto de manera que permi-
tan su posterior comercializacion. En el segundo caso, los sistemas de produccion y
distribucion estarian mas atentos a las necesidades y exigencias de los consumidores, lo
cual implicaria mayor énfasis en mantener una calidad global del fruto con apariencia
practicamente inalterada. Estos enfoques parecerian contrapuestos, es probable que cier-
tos procesamientos postcosecha logren una mejora considerable en la vida 1til a expen-
sas de un detrimento en la calidad nutricional, el flavor o apariencia global del producto.
Por el contrario, enfocarse solo en estos ultimos aspectos limitaria el tipo o condiciones
de procesamiento a niveles tales que tal vez no resulten los mas convenientes desde el
punto de vista de la durabilidad del producto, limitando luego su distribucion a regiones
mas alejadas o mercados mas convenientes.

Resultaria necesario entonces, confluir ambos enfoques en un objetivo comin,
que permita elaborar estrategias de preservacion que mejoren o mantengan los parame-

tros de calidad exigidos por el publico consumidor, durante un periodo de tiempo acep-
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table también por los productores y distribuidores, segin sus potenciales mercados de
comercializacion.

Es la comunidad cientifica la que se encuentra en el compromiso de desarrollar
nuevas estrategias de preservacion, que incluyan un enfoque multifactorial, que atiendan
a las necesidades de los productores y distribuidores y garanticen la aceptabilidad y sa-

tisfaccion de los consumidores.
2.2  Frutilla

2.2.1 Taxonomia y generalidades

La frutilla cultivada y silvestre pertenece al género Fragaria dentro de la familia
Rosaceae. El género Fragaria esta formado por unas 20 especies, entre ellas F. chiloen-
sis Duch, que es originaria de la costa de Chile y zona andina de Argentina, y Fragaria
virginiana Duch., originaria de las praderas centrales de América del Norte. Mediante la
hibridacion entre individuos de ambas especies a comienzos del Siglo XVIII en Europa,
se dio lugar a la frutilla cultivada Fragaria x ananassa Duch, ampliamente difundida a
nivel global.

Desde el punto de vista botanico, la frutilla es un eterio o conocarpo originado
por la expansion del receptaculo floral carnoso, que constituye la parte comestible de la
frutilla. Estrictamente los frutos son los aquenios, que no son otra cosa que los ovarios
compartiendo un mismo receptaculo, donde practicamente estdn en contacto unos con
otros en un arreglo en espiral. Cada aquenio se forma a partir de la union del gameto
masculino (célula espermatica) con el gameto femenino (ovocélula). La correcta fusion
de los gametos da origen al aquenio. Cada aquenio se encarga de secretar una hormona
(auxina) a las células colindantes, ddndose un engrosamiento de esa zona. En términos
horticulturales, el receptaculo expandido con aquenios se denomina baya. Cada recepta-
culo puede contener entre 150 — 200 aquenios por fruto, pudiendo llegar incluso hasta
400, dependiendo de la variedad y las condiciones del cultivo (Padmanabhan y col.,
2016). Si en algunas zonas del fruto alguno de ellos no se fecunda, no se formaran los
aquenios, se dard un engrosamiento desigual y aparecerd una de las fisiopatias comunes
en frutilla, la deformacion (Figura 2.2).

La deformacion del fruto es una pérdida de simetria del receptaculo engrosado,
que provoca una pérdida en el peso del fruto, una disminucién en la calidad y conse-

cuentemente una pérdida econdmica para el productor.
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Figura 2.2. Ejemplos de deformaciones de frutillas.

La calidad de la frutilla va a depender de los procesos exitosos del crecimiento
vegetativo y reproductivo de la planta, que dependen fundamentalmente de factores
ambientales y del genotipo. Los factores ambientales incluyen el fotoperiodo (longitud
del dia) y termoperiodo (amplitud térmica), la interaccion de ambos factores y la accion
de reguladores de crecimiento.

El fotoperiodo influye en la formacion de yemas florales, elongacion de estolo-
nes, tamafio de hojas y longitud de los peciolos. La respuesta a la longitud del dia varia
considerablemente segin genotipos, y dichas diferencias forman la base de clasificacion
en tipos varietales: de dia corto 6 de dia neutro.

Las plantas que responden al fotoperiodo se denominan de dia corto. En estas
variedades, las bajas temperaturas y dias cortos inducen la floracion, con un pico en los
meses de junio y julio. Por otro lado, las variedades que no responden al fotoperiodo,
son denominadas de dia neutro o reflorecientes, ya que pueden producir tres 0 mas picos
de floracion y produccion de frutos durante el afio.

El termoperiodo puede modificar e incluso anular los efectos de la longitud del
dia y debe ser considerada de igual importancia en la determinacion de la adaptacion de
la frutilla a ambientes concretos.

Los cultivares de Fragaria x ananassa son el resultado de la hibridacion de dos

especies con una alta variabilidad de respuesta al foto y termoperiodo. Esto es lo que
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posibilita el alto grado de adaptacion a distintas condiciones ambientales y su gran di-
vulgacion a nivel mundial.

En el caso del cultivar Albion, con el cual se trabaja en la tesis y que pertenece
al grupo de dia neutro, los picos de produccion ocurren entre los meses de noviembre a
diciembre, y en menor cantidad en el mes de Abril. Dadas sus caracteristicas organolép-
ticas y su mayor demanda por parte de cadenas de supermercados en la comercializa-
cion interna o para la elaboracion de productos Gourmet, tienen un precio superior al

resto de los cultivares comercializados en el pais.

2.2.2 Produccion

La extension anual del cultivo de frutillas en el pais fluctiia entre las 1100 y
1300 hectareas, siendo las principales provincias productoras Tucuman (40 %), Santa
Fe (30%), Buenos Aires (15 %) y, con menor participacion, Rio Negro y Neuquén (8
%), Corrientes (6 %), y Mendoza (1 %).

Su cosecha se concentra en los meses de Julio a Diciembre para consumo fresco
y, en Noviembre y Diciembre para el procesamiento de frutos congelados o conservas.
De esta forma se logra exportar la produccion en contra estacion hacia el hemisferio
norte, donde se encuentran los principales consumidores a nivel mundial.

Sin embargo, la mayor parte de la produccion, aproximadamente el 60 % de la
fruta, se consume fresca y el 40 % se procesa. De esta utlima, s6lo una pequeia fraccion
(1030 toneladas) se exporta, principalmente a los Estados Unidos (segiin datos del IN-
DEC- 2017).

La estrategia de los productores en la Argentina radica principalmente en los
cultivos multivarietales, y en la eleccion de los diferentes cultivares y las hectareas des-
tinadas a cada una de ella, ademas de la adaptabilidad del cultivo a la zona geografica,
interviene un factor econdmico. En este sentido, los productores se encuentran en un
compromiso entre tener frutos disponibles en meses mas tempranos, donde el precio en
el mercado es superior (fruta precoz o primicia), a expensas de disponer del fruto duran-
te mayor cantidad de meses al aflo, aun cuando los precios de comercializacion resulten
menores.

En la Figura 2.3 se presentan los ingresos mensuales promedio y el correspon-
diente precio de comercializacion promedio, correspondientes al periodo 2009 — 2015 y
al afio 2016. Podemos observar que, independientemente del periodo analizado, el pre-

cio de comercializacion en el mercado interno tiene una importante variacion estacional.
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Figura 2.3. Ingresos mensuales promedio (Tn) y precio mensual promedio (ARS).
Elaborado con datos del Mercado Central de Buenos Aires.

Presenta un pico en los meses de Abril y Junio en el cual el nivel de ingreso de
produccion es minimo. A partir del mes de Julio la produccion aumenta hasta alcanzar
un maximo en los meses de Agosto y Septiembre en los cuales el precio por el contra-
rio, cae hasta su valor minimo y se mantiene hasta el final de la cosecha.

Por otra parte, podemos observar un aumento en el precio promedio correspon-
diente al afio 2016 respecto al periodo 2009-2015. En este sentido, en la Figura 2.4 se
presenta la evolucion del ingreso de produccion y del precio de comercializacion en el
periodo 2009-2016. Si bien desde el afio 2010 no ha habido un incremento significativo
en el nivel de consumo interno, si lo ha habido en el precio de comercializacion.

Segun un informe ejecutivo elaborado en Mayo de 2017 por la Subsecretaria de
Alimentos y Bebidas, dependiente de la Secretaria de Agregado de Valor del Ministerio
de Agroindustria de la Nacion, el volumen de exportacion de frutillas ha seguido una
tendencia decreciente en el periodo 2011 — 2016. Los principales destinos fueron Esta-
dos Unidos (55,5 %) y Brasil (38,2 %) mientras que otros paises como Canada y Uru-
guay tuvieron una participacion menor (3,1 y 2,2 %, respectivamente). Cabe destacarse

que el 73,8 % del volumen exportado corresponde a frutilla congelada.
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Figura 2.4. Ingresos anuales de frutillas (Tn) y precio anual promedio (ARS$). Ela-
borado con datos del Mercado Central de Buenos Aires.

Esta tendencia a la baja en las exportaciones, segin mencionan los autores del
informe, podria revertirse en los proximos afios dado que hay una tendencia creciente en
el consumo de esos frutos en Estados Unidos, paises europeos y asidticos, como Japon y
China. Sin embargo, debido a la dificultad de conservar el fruto, la mayoria del comer-
cio se da entre paises limitrofes (México y Estados Unidos), aumentando consecuente-
mente el comercio del producto congelado.

En este sentido, las principales debilidades identificadas en el informe para el
sector, son la incidencia econdmica que representa el mantenimiento sanitario de las
plantaciones y del fruto luego de la cosecha, ya que el elevado consumo energético de
los procesos de deshidratacion y congelamiento utilizados actualmente para preservar
los frutos, ha sufrido un incremento en sus tarifas.

En resumen, los avances tecnoldgicos que resulten en mejoras a lo largo de la
cadena productiva de la frutilla, es un tema de interés para el sector. En este sentido la
innovacion en los tratamientos postcosecha que reduzcan los costos energéticos actuales
y permitan extender la vida util del producto, implicarian una ventaja estratégica tanto
para el comercio exterior (hacia paises limitrofes en el caso del fruto fresco) como para

el doméstico.
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2.2.3 Composicion

Las frutillas estan compuestas principalmente por agua (~ 90 %), y en menor
proporcion por hidratos de carbono (con una cantidad moderada alrededor del 5 % en su
peso), fundamentalmente fructosa y glucosa. Son muy ricas en Vitamina C (con un por-
centaje incluso superior al que posee la naranja), y acido folico. Entre los minerales se
destacan el hierro, calcio, ademas de fosforo, magnesio y potasio. Contiene diversos
acidos organicos, entre ellos el acido citrico, malico, oxalico, y también contienen pe-
quefias cantidades de &cido salicilico. Las frutillas constituyen una de las frutas con ma-
yor capacidad antioxidante, debido a su alto contenido de vitamina C, antocianinas, y

compuestos fenolicos (Moreiras y col., 2001).

Tabla 2.1. Composicion de la frutilla. Datos expresados en base a

100 g de fruta en base hiimeda.

Atributo Contenido en 100 g b.h.

Agua 90,9
Calorias 41,0
Carbohidratos (g) 7,7
Azcar total (g) 49
Proteinas (g) 0,7
Fibra (g) 2,0
Calcio (mg) 16,0
Potasio (mg) 153,0
Magnesio (mg) 13
Hierro (mg) 0,4
Vitamina C (mg) 58,8
Vitamina B6 (mg) 0,05
Fosforo (mg) 24,0

Fuente: National Nutrient Database for Standard Reference Legaly Release.

Departamento de Agricultura, Estados Unidos.

2.2.3.1 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son sustancias no nutritivas que se encuentran en ba-

jas concentraciones en los alimentos y que, mediante la incorporacion de los mismos,
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ejercen un efecto benéfico para la salud. Algunos de ellos incluyen carotenoides, cloro-
filas, flavonoides, vitaminas, proteinas y péptidos bioactivos, entre otros. Muchos de
estos compuestos presentan, en general, una marcada actividad antioxidante.

Diferentes estudios realizados en los ultimos afios han demostrado mediante en-
sayos in vitro que la frutilla posee una elevada capacidad antioxidante, y la misma se
atribuye al elevado contenido de compuestos fendlicos, especificamente a las antociani-
nas que son un tipo particular de fenoles, que predominan en la frutilla y son responsa-
bles del color de la misma (Aaby y col., 2007; Giampieri y col., 2012; Zhu y col., 2015).

] Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son antioxidantes particularmente importantes debido
a su elevado potencial redox, que les permite actuar como agentes reductores, donadores
de atomos de hidrogeno y desactivadores del oxigeno singulete. En términos generales,
los compuestos fendlicos pueden dividirse en dos grupos, los acidos fendlicos y los fla-
vonoides, siendo estos tltimos los mas abundantes en nuestra dieta.

Todos los flavonoides tienen la misma estructura basica caracteristica (Figura
2.5) conformada por dos anillos aromaticos (A y B) a ambos lados del anillo de pirano
oxigenado (C). Segun el grado y patrén de hidroxilacion, metoxilacion o glicosilacion
que puede sufrir esa estructura basica, los flavonoides se clasifican en 6 subgrupos: fla-
vonas, flavonoles, flavanonas, antocianos, flavanoles ¢ isoflavonas.

Los acidos fendlicos se caracterizan por tener un acido carboxilico terminal (Fi-
gura 2.6) y se dividen en dos clases: los que derivan del 4dcido benzoico, como el acido
galico y elagico, y los derivados del acido cinamico como el acido cafeico y p-
cumarico. El acido cafeico es el acido fendlico mas abundante en frutas y vegetales, que
muchas veces se encuentra esterificado con acido quinico como en el acido clorogénico.

Los flavonoles son los principales compuestos fendlicos presentes en la frutilla,
dentro de los cuales predominan las antocianinas, seguido por taninos hidrolizados (ela-
gitaninos, galotaninos) y acidos fenolicos (hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos), y en
menor proporcion los taninos condensados (proantocianidinas) (Kéhkonen y col., 2001;

Aaby y col., 2005).

] Antocianinas
Como se menciond anteriormente, las antocianinas son el tipo de compuestos
fenolicos mas abundante en la frutilla y son los responsables del color de las mismas,

por lo tanto, son un factor influyente en la calidad del fruto durante la postcosecha.
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Figura 2.5. Estructura basica de los flavonoides.
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Figura 2.6. Estructura de algunos acidos fenolicos.

Estructuralmente estdn compuestas por una aglicona, llamada antocianidina y re-
siduos de carbohidratos. La estructura basica de las agliconas es el i6n flavilio o 2-fenil
benzopropilo (Figura 2.7). Se conocen aproximadamente 20 antocianinas, cuya dife-
renciacion radica en los sustituyentes R; y R,. Las mas abundantes son la pelargonidina,
delfinina, cianidina, peunidina, peonidina y la malvadina, donde la raiz del nombre de-
riva de la matriz vegetal de donde se aislaron por primera vez. La combinacion de cada
una de ellas con los diferentes azucares genera aproximadamente 150 antocianinas que

abundan en la naturaleza (Badui, 20006).
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Figura 2.7. Estructura basica de las antocianinas.

Estos pigmentos naturales son capaces de capturar radicales libres por donacion
de atomos de hidrogeno del grupo fenol, contribuyendo a la capacidad antioxidante de
las matrices que las contienen.

Diversos factores influyen en el color de estos compuestos, como los sustituyen-
tes que contiene (R1 y R2) y la posicion de los mismos en el grupo flavilio. Por ejem-
plo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fenoélico se intensifica el color azul, mien-
tras que los metoxilos provocan los rojos.

Otro aspecto interesante de estos compuestos, que facilita su cuantificacion en el
laboratorio, es su capacidad de actuar como indicadores de pH. Esto se debe a la carga
positiva del nucleo flavilio. A pH bajo, la estructura del cation es estable y de colora-
cion roja mientras que, al aumentar el pH, la distribucion electronica se modifica adqui-
riendo la forma quinoidal de coloracion azul. La hidratacion del flavilio produce la base
carbinol que es incolora.

La identificacion de los compuestos fenodlicos y antocianinas en frutillas ha sido
reportado por diferentes autores (Aaby y col., 2007; Kajdzanoska y col., 2011; Giamperi
y col., 2012), como asi también su cuantificacion para distintos cultivares y estadios de
cosecha (Lopes da Silva y col., 2007; Cerezo y col., 2010; de Souza y col., 2014; Samec
y col., 2016).

La antocianina mas abundante en la frutilla es la Pelargonidina-3 glucésido, por
lo tanto, el contenido de antocianinas totales se expresa en gramos equivalentes de esta
especie. En el caso del contenido de compuestos fenoélicos, los resultados se expresan

como equivalentes de un estdndar como el 4cido galico o la catequina.
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2.2.4 Descripcion del tejido vegetal

En términos generales podemos considerar a la frutilla como un receptaculo car-
noso de numerosas semillas denominadas aquenios. Este receptaculo no es homogéneo
por lo que la estructura celular del mismo varia segun 5 tipos diferentes de tejidos: teji-
do epidérmico, subepidérmico, cortical, aquenios y tejido vascular, identificados en la
Figura 2.8.

La parte mas externa estd conformada por las células epidérmicas, seguidas de
una o mas capas de células subepidérmicas y una tercera capa de células corticales de-
nominadas cortex. Los aquenios se encuentran conectados a la médula por medio de

haces vasculares.

_- Espacios

Células t/;/, intercelulares
-

epidérmicas

Células - ___— Hipodermis
corticales——
/
Paredes / ~————— Tejido vascular

celulares engrosadas

Aquenios — ~ Médula

Figura 2.8. Esquematizacion de los tejidos: epidérmico y subepidérmico
(hipodermis), cortical, aquenios y vascular de frutillas. (Suutarinen y col.,
1998).

] Epidermis

Se denomina epidermis a la capa externa de células que conforman la “piel” de
frutas y vegetales y actiian como tejidos protectores que se desarrollan en la superficie
de los o6rganos de las plantas. La organizacion de las células epidérmicas es similar a la
del parénquima, que se caracteriza por ser un tejido poco especializado, con células
practicamente isodiamétricas y facetadas, poliédricas, alargadas o globuladas. En el
caso de las células epidérmicas, la disposicion de éstas es caracteristica resultando en
una estructura mas compactada, ademas de tener una pared celular especializada. Las

paredes celulares exteriores de las células epidérmicas, conocidas como pared tangen-
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cial externa, son cominmente mas gruesas y estan impregnadas de una capa de material
lipidico que conforma las ceras epicuticulares (Duckworth y col., 1996).

] Pared tangencial de células epidérmicas y membrana cuticular

La pared tangencial externa de las células epidérmicas se distingue del resto por
su grosor y por la presencia de ceras epicuticulares. La membrana cuticular comprende
una capa externa delgada, principalmente continua y una capa interna, considerada co-
mo una incrustacion de la pared celular. Por lo tanto, la membrana cuticular no es
homogénea estructural y quimicamente, sino que estd compuesta por un nimero varia-
ble de capas definidas en virtud de su posicion, organizacion ultraestructural y composi-
cion quimica (Jeffree y col., 1976). Las distintas capas identificadas en la pared tangen-
cial externa en las frutillas utilizadas en la presente tesis se enumeran a continuacion y
se esquematizan en la Figura 2.9 a:

= Ceras epicuticulares (ew)

* Membrana cuticular (CM): incluye la cuticula (compuesta por cutina) y la capa

cutinizada (compuesta por cutina, ceras intracelulares y polisacaridos)
= Capa péctica (pl, compuesta por polisacaridos pécticos)
= Capa no-cutinizada (cl, compuesta principalmente por micro fibrillas de celulo-

sa, xiloglucanos y polisacéaridos pécticos)

Es menester mencionar que las proporciones esquematizadas en la Figura 2.9 a
entre las distintas capas que componen la pared celular de las células epidérmicas no se
mantienen necesariamente en el caso de las frutillas, por lo cual en la Figura 2.9 b se
muestra una imagen obtenida mediante microscopia de transmision electronica de la
pared tangencial externa de una frutilla donde se sefializan las capas definidas anterior-
mente.

La membrana cuticular juega un rol decisivo en la vida postcosecha de los fru-
tos. Las ceras epicuticulares y el espesor y composicion de la cuticula estan relacionadas
con la susceptibilidad de los frutos a la infeccion de patdgenos, la pérdida de agua y la
textura de los frutos a lo largo del almacenamiento (Lara y col., 2014).

Las ceras se componen, en su mayoria, de ésteres de acidos grasos de cadena
larga (20 — 24 atomos de carbono) y alcoholes de alto peso molecular (Cyp4 — Cs;), tam-
bién pueden presentarse alcanos de cadena lineal, aldehidos, cetonas, entre otros com-

ponentes minoritarios (Lara y col., 2014).
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La cutina es una macromolécula, un polimero de elevado peso molecular forma-
do por una alta proporcion de acidos grasos (Ci¢ 6 C;s saturados o insaturados) unidos
entre si por uniones €ster, que forman una estructura tridimensional rigida. En el caso
particular de la frutilla, se han identificado dos isomeros del acido 9,16- y 10,16-
dihidroxi hexadecanoico como los principales mondémeros constituyentes de la cutina
(Jarvinen y col., 2010).

] Células subepidérmicas

Este tejido se encuentra inmediatamente debajo de las células epidérmicas, esta
constituido por 3 o 4 capas de células con abundante contenido de compuestos fendlicos
y contiene ademas las células meristematicas (células de crecimiento) con escasos espa-
cios intercelulares (Suutarinen y col., 1998).

] Tejido vascular

Esta compuesto por xilema y floema, cumple la funcion de transporte de mate-
riales dentro de la frutilla. Los haces vasculares se extienden desde la médula atravesan-
do el conocarpo (cortex), las células subepidérmicas y epidérmicas hasta llegar a los
aquenios. El xilema esta conformado por células muertas, que poseen paredes celulares
con engrosamientos secundarios que forman anillos, espirales y redes, y es el responsa-
ble del transporte de agua. El floema en cambio, es el responsable del transporte de nu-
trientes organicos e inorganicos producidos durante la fotosintesis. (Suutarinen y col.,
1998). La médula se encuentra rodeada de xilema y floema, sin embargo, las células
medulares poseen paredes celulares delgadas que se separan durante el crecimiento de la
frutilla, dejando una cavidad grande en el centro (Szczesniak y col., 1969). Sus princi-
pales componentes son fibras largas de celulosa, proteinas, pectinas y lignina (Suutari-
neny col., 1998).

] Paredes celulares primarias y laminilla media

Las paredes celulares primarias estan compuestas por microfibrillas rigidas de
celulosa unidas entre si por medio de una matriz de xiloglucanos (hemicelulosa) y pec-
tinas, y menores cantidades de proteinas y fenoles estructurales (Carpita y col., 1993).
La laminilla media (region de pared entre células adyacentes) es rica en pectinas y esta
compuesta principalmente por homogalacturano (HGA, cadena lineal de acido galac-
turénico sin sustituyentes). La funcion de la laminilla media es la de mantener las célu-

las unidas entre si, por lo cual, es la determinante principal de la adhesion intercelular.
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Ceras epicuticulares (ew)
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Figura 2.9. (a) Diagrama de la pared tangencial externa de células epidérmicas. X: ceras, A: cutina, e: pectinas, —: celulosa. (Adaptado de Lyshede,
1982). (b) Imagen de microscopia electronica de transmision del tejido de frutillas. ITW: pared tangencial interna, OTW: pared tangencial externa, An:
antocianinas.
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Durante el desarrollo de la planta, se produce una carga negativa en el HGA de-
bido a la pérdida de grupos metil éster por accion de la enzima pectinmetilesterasa
(PME), dejando grupos carboxilo libres. En la presencia de calcio, el HGA cargado ne-
gativamente interactia con el calcio formando el gel pectato de calcio que confiere rigi-

dez a la pared celular y a las uniones intercelulares (Toivonen y col., 2008).
2.2.5 Principales causas de deterioro

2.2.5.1 Desarrollo microbioldgico

La principal enfermedad por microorganismos de la frutilla, tanto en el campo
como en el periodo postcosecha, es el denominado moho gris, causado por el crecimien-
to de Botrytis cinerea. La contaminacion con conidios de Botrytis se inicia a partir de
hojas caidas de la planta, a medida que la hoja muere el patdogeno coloniza el tejido y
esporula. En todo el proceso la temperatura y humedad son variables claves en la pro-
duccion del in6culo. Los conidios producidos llegan a las flores al ser dispersados por el
aire y agua, y también por la manipulacioén durante el proceso de cosecha. La infeccion
de las flores es favorecida por periodos prolongados de alta humedad y temperaturas
entre los 18 y 23 °C, y conllevan a la formacion de micelio inactivo en distintas partes
florales que finalmente infectan la frutilla. Las esporas producidas en flores y frutos
muertos se convierten en fuentes secundarias de infeccion durante la cosecha, infectan-
do nuevos frutos o la misma planta (Blanco y col., 2006; Prusky y col., 2010). En la
Figura 2.10 se presenta el ciclo biologico de Botrytis cinerea que conlleva a la infec-
cion de las plantas y frutos.

Otra enfermedad comun de la frutilla es la antracnosis, ocasionada por Collecto-
trichum, que ocasiona manchas circulares y firmes en la frutilla. En caso de humedades
ambiente elevadas, las manchas pueden permanecer de color palido durante unos dias
pasando luego a un color café oscuro o negro (Zazzetta y col., 2018). Otros responsa-
bles de enfermedades de esta fruta son Rhizopus y Phythophtora, pero en una escala

considerablemente menor (Barkai-Golan, 2001; Droby y col., 2007).

2.2.5.2 Maduracion y senescencia

La maduracion confiere a la frutilla atributos tanto positivos como negativos. La
maduracion impacta en sus caracteristicas nutricionales incluyendo el contenido de fi-
bra, nivel de vitaminas y antioxidantes, como asi también en el color, sabor y produc-

cioén de aromaticos que constituyen el flavor del fruto (Kalt, 2001).
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Figura 2.10. Ciclo biolégico de Botrytis cinerea. (Ellis, 2016).

Los cambios en la firmeza del fruto durante la maduracion o posterior periodo de
almacenamiento, incrementan la susceptibilidad al ataque de patdgenos, ademas de te-
ner una textura indeseable para el consumidor. Estos aspectos negativos, son la principal
causa de pérdidas postcosecha teniendo consecuentemente, una importancia significati-
va a nivel comercial y econdmico (Giovannoni, 2001).

En la mayoria de los frutos carnosos, la calidad textural es generalmente mas
importante que las propiedades aromaticas (Johnson y col., 2000) y, pese a que las pre-
ferencias por ciertos atributos pueden variar en diferentes paises, hay una necesidad
global de producir frutos firmes, sin desordenes fisiologicos y libres de patogenos. Los
principales eventos metabolicos responsables de los cambios texturales durante la ma-
duracion involucran:

¢ Pérdida de turgencia celular

® Degradacion y cambios fisioldgicos en la composicion de membranas celulares

® Degradacion de polisacaridos

® Modificaciones en la estructura y dinamica de la pared celular

Sin embargo, la contribucion relativa en el proceso de maduracion de cada uno
de los aspectos mencionados no esta del todo claro y varia entre especies y variedades

(Fischer y col., 1991).
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La frutilla es un fruto no climatérico de rapido desarrollo y maduracion. Tiene la
particularidad que la senescencia se superpone con las etapas finales de la maduracion
(Perkins-Veazie y col., 1995). Las células del tejido vegetal estan rodeadas por paredes
celulares rigidas que brindan soporte mecénico al tejido. Las paredes celulares de las
frutillas contienen una alta proporcion de acido galacturdnico, galactosa y residuos de
arabinosa, tipicos de los polisacaridos pécticos. Durante la maduracion, suceden cam-
bios estructurales tanto en la laminilla media como en la pared celular primaria, llevan-
do a la separacion entre células y, por lo tanto, al ablandamiento del tejido (Bartley y
col., 1982). Estos cambios texturales estan acompafiados de pérdida de azlicares neu-
tros, solubilizacion y depolimerizacion de polisacéridos de la pared celular, disminucion
en el contenido de la pared celular y reordenamientos espaciales como resultado de la
accion combinada de enzimas que actian en las fracciones pécticas y hemicelulosicas

(Rosli y col., 2004; Goulao y col., 2008).

2.3  Tecnologias emergentes de conservacion

Las tecnologias emergentes surgen como procedimientos con potencial poder de
desinfeccion que causen los minimos cambios posibles en la matriz del alimento. Es
decir, que posibiliten la obtencion de alimentos naturales, simil frescos, con un minimo
deterioro en el color, la textura, el flavor y el contenido de nutrientes. Al mismo tiempo
estas tecnologias deben proveer alimentos con la suficiente vida util para ser transporta-
dos desde su lugar de produccion hasta el consumidor (Alzamora y col., 2000; Ngadi y
col., 2012).

Entre las tecnologias emergentes y de procesamiento minimo encontramos:

. alta presion

. campos de pulsos eléctricos
° radiacion ionizante

. luz pulsada de alta intensidad
o luz ultravioleta

° ultrasonido de alta intensidad
. 0Zono

° antimicrobianos naturales
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2.3.1 Ozono

2.3.1.1 Definicion

El ozono (O;) resulta de la reordenacion de los atomos de oxigeno cuando sus
moléculas son sometidas a descargas eléctricas de alto voltaje; la reaccion de los radica-
les libres de oxigeno di-atomico con el oxigeno dan lugar a la formacion de moléculas
de oxigeno triatomicas. El gas obtenido (0zono) posee un olor caracteristico que es aso-
ciado al olor del aire fresco después de una tormenta, es de color azulado a temperaturas
ordinarias y tiene fuertes propiedades oxidantes (Zeynep y col., 2003; Patil y col.,
2012).

Aunque en bajas concentraciones el ozono no es un gas extremadamente toxico,
las altas concentraciones de este gas pueden ser fatales para los humanos. En los
EE.UU., la Administracion Federal de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA) especi-
fico limites de exposicion al ozono con un umbral de 0,1 ppm para la exposicion conti-
nua durante un periodo de 8 horas y de 0,3 ppm durante un periodo de 15 minutos (Zey-
nep y col., 2003; Karaca y col., 2007).

El ozono se caracteriza por su alto potencial de oxidacion que se traduce en pro-
piedades bactericidas y viricidas. Es un potente agente antimicrobiano de amplio espec-
tro activo frente a bacterias, hongos, virus, protozoos, y esporas bacterianas y fingicas.
Como desinfectante es mas eficaz y rapido que el cloro, reacciona con muchos materia-
les organicos y produce menos productos de descomposicion (Cullen y col., 2010).

El ozono se descompone en un tiempo muy corto, es parcialmente soluble en
agua, relativamente estable en el aire y muy inestable en agua, en consecuencia no pue-
de almacenarse sino que debe generarse in situ. El ozono, a 20 °C, tiene una vida media
de 20 minutos, y este tiempo aumenta conforme disminuye la temperatura. El unico
producto de ozono que se genera cuando se descompone es oxigeno; por lo tanto, no
deja residuos en los alimentos (Muthukumarappan y col., 2000). Estas ventajas hacen
del ozono una tecnologia de procesamiento atractiva para la industria alimentaria (Kara-

cay col., 2007; Cullen y col., 2010).

2.3.1.2 Sistemas de generacion de ozono

Existen varios métodos para la generacion de ozono: mediante una descarga
eléctrica (arcos eléctricos de alta tension), métodos fotoquimicos (radiacion UV), qui-

micos, térmicos, y métodos electroliticos (Patil y col., 2012).
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Como se describird en secciones venideras, el equipo utilizado en esta tesis se
basa en la metodologia de descarga eléctrica para la generacion del ozono. Brevemente,
en este método se utilizan dos electrodos, uno de alta tension y uno de baja tension
(electrodo a tierra), entre los cuales se interpone un material dieléctrico, generalmente
vidrio. El gas de alimentacion (oxigeno 6 aire) se hace circular entre los electrodos y
cuando los electrones tienen la energia cinética suficiente para disociar la molécula de
oxigeno, una fraccion de éstas colisiona formando la molécula de ozono. La concentra-
cion de ozono obtenida depende, entre otros factores, del gas de alimentacion utilizado,

resultando mayor en el caso del oxigeno.

2.3.1.3 Efecto sobre los microorganismos

El efecto bactericida del ozono ha sido ampliamente estudiado, tanto en bacte-
rias Gram-positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis) como Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y Yersinia en-
terocolitica), esporas y células vegetativas. En cuanto a los microorganismos asociados
a alimentos su efectividad ha sido probada, entre otros, en levaduras (Candida albicans
y Zygosaccharomyces bailii), esporas de Aspergillus niger y bacterias (Zeynep y col.,
2003).

La reactividad del ozono se atribuye al poder oxidante de los radicales libres que
se forman a partir de la descomposicion del ozono: radicales hidroxilo (*OH), hidro-
perdxido (*HO;) y superoxido (¢O;"), que son los responsables de la inactivacion micro-
biana. Dicha inactivacion es un proceso complejo que actia sobre diversos componentes
de la membrana y pared celular, por ejemplo, las grasas no saturadas, y también sobre
otros componentes celulares como enzimas y acidos nucleicos (Cullen y col., 2010).

Los microorganismos son inactivados por la ruptura o desintegracion de la en-
voltura celular, que conduce a la lisis celular. Tanto el ozono molecular como los radi-
cales libres producidos por su descomposicion juegan un papel en este mecanismo de
inactivacion. La disrupcion o destruccion de células por lisis asociado con el ozono es
un mecanismo de inactivacion mas rapido que el de otros desinfectantes que requieren
la penetracion a través de la membrana celular.

La sensibilidad de los distintos microorganismos al ozono es variable, las bacte-
rias son mas sensibles que las levaduras y hongos. En particular, las bacterias Gram-
positivas son mas sensibles que las Gram-negativas y las esporas son mas resistentes

que las células vegetativas (Pascual y col., 2007).
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2.3.1.4 Aplicaciones en alimentos

La aplicacion mas generalizada del ozono ha estado enmarcada en procesos de
potabilizacion. Desde 1982, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (U.S. FDA) reconoci6 al ozono como Sustancia Reconocida General-
mente como Segura (GRAS) en la industria del agua embotellada y, a partir del 2001 Ia
aprobo para su uso directo en alimentos. Esto ha permitido un incremento acelerado en
la introduccion del ozono en la industria alimenticia, en el lavado y desinfeccion de fru-
tas y verduras, y en el procesamiento de jugos para la inactivacion de microorganismos
patogenos y de deterioro (Cullen y col., 2009; Bataller-Venta y col., 2010). También se
ha estudiado su utilizacion en carne, aves de corral, huevos y alimentos secos (Karaca y
col., 2007).

Los tratamientos con ozono pueden realizarse en fase gaseosa como acuosa, de-
pendiendo de la matriz a tratar. Aunque el ozono es altamente efectivo contra los mi-
croorganismos en suspensiones de células puras, es poco probable que se utilice direc-
tamente en los alimentos cuya demanda de ozono sea alta, ya que los componentes
organicos de tales alimentos compiten con los microorganismos. Por lo tanto, pueden
ser necesarias altas dosis de este agente para la eliminacion eficaz de los microorganis-
mos, y estos altos niveles de ozono también pueden alterar los atributos sensoriales, y
afectar negativamente la aceptabilidad de los alimentos (Karaca y col., 2007).

En el caso del uso del ozono en frutas y vegetales, existen reportes donde la ac-
tividad antimicrobiana del ozono no sdélo seria consecuencia del dafio oxidativo de com-
ponentes celulares vitales que conllevan a la inhibicion del desarrollo microbiano, sino
también a un efecto indirecto asociado a la induccion de mecanismos de defensa de la
matiz vegetal asociada. Esta respuesta resulta dosis-dependiente y estd asociada a la
induccion de sistemas antioxidantes, la acumulacion de compuestos fenolicos con acti-
vidad antimicrobiana, refuerzos de paredes celulares, entre otros (Kangasjirvi y col.,
1994; Sandermann y col., 1998; Minas y col., 2010).

El tratamiento de frutas y hortalizas ha sido estudiado e incluso implementado
en diferentes condiciones y escalas, permitiendo alcanzar elevados niveles de desinfec-
cion y generando efluentes con una menor carga contaminante respecto a otras alterna-
tivas. El lavado con agua ozonizada puede realizarse mediante mecanismos de aspersion
con duchas o bien por inmersion. En este ultimo, el agua puede ser previamente ozoni-

zada 6 se puede burbujear el gas en el agua con el empleo de difusores o eyectores; este
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burbujeo facilita el contacto con la matriz a tratar, y por lo tanto, requiere menores con-

centraciones que en el caso de la aspersion.
2.3.2 Luz UV-pulsada

2.3.2.1 Definicion

La radiacion con luz pulsada (LP) es una nueva tecnologia destinada a la descon-
taminacion de la superficie de alimentos mediante la aplicacion de pulsos de corta dura-
cion y alta frecuencia de un amplio espectro, rico en luz UV-C. El espectro de emision
abarca longitudes de onda de la region ultravioleta al infrarrojo cercano (100-1100 nm)
(Figura 2.11). El principio de funcionamiento se basa en la acumulacion de alto voltaje
de descarga en un capacitor (durante fracciones de segundos) y la liberacion brusca de
la energia acumulada a la lampara de Xenon en tiempos muy cortos (millones o cente-
nares de fraccion de segundo) (Gémez-Lopez y col., 2007).

Esta tecnologia ha recibido muchos nombres en la literatura cientifica: pulsos de
luz UV-C (Sharma y col., 2003), pulsos de luz de amplio espectro de alta intensidad
(Roberts y col., 2003), pulsos de luz (Rowan y col., 1999) y pulsos de luz blanca (Mar-
quenie y col., 2003).

2.3.2.2 Sistemas de luz pulsada

Las lamparas de luz pulsada contienen gas xenén y se encuentran conectadas
generalmente a un mddulo controlador mediante un cable de alta tension. Estan recu-
biertas externamente con un alambre muy fino que sirve de conductor cuando se aplica
un disparo de alto voltaje. Normalmente la lampara se encuentra en un circuito abierto.
Cuando se aplica el disparo de voltaje, el gas xendn que contiene la ldmpara se ioniza.
Si el voltaje es lo suficientemente alto, el gas xendn actua como conductor y la descarga
que se produce genera la emision de un pulso de Iuz en la region UV/visible. El espectro
de emision esta determinado por la densidad de corriente que existe dentro de la lampa-
ra. Generalmente, altas densidades de corriente conducen a la emisién de un espectro
rico en la region UV-C. Para disipar el calor generado en la ldmpara como asi también
para evitar la acumulacion de altos niveles de ozono producidos por las longitudes de
onda mas cortas, generalmente las ldmparas se encuentran conectadas a una ventilacion,
la cual genera un flujo de corriente de aire filtrado que pasa continuamente por dentro

de la caja que contiene la lampara (Manual Xenon corp.).
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Figura 2.11.Espectro de emision de luz producido por los
sistemas de luz pulsada. Datos obtenidos Manual instructivo
Xenon Corp.

2.3.2.3 Efecto sobre los microorganismos

Diversos mecanismos serian responsables de la inactivacion de microorganismos
en los tratamientos de luz pulsada. La mayor contribucién a la inactivacion estaria dada
por el mecanismo fotoquimico, que involucra el efecto provocado por la region UV del
espectro de emision (entre 220 a 290 nm), la cual es dafiina para la mayor parte de los
microorganismos, ya que altera el ADN a través de la formacion de dimeros de pirimi-
dina, aductos de pirimidina y entrecruzamientos ADN proteinas, bloqueando de esta
manera la replicacion celular (Gémez-Lopez y col., 2007; Wang y col., 2005). Ademas
de los cambios fotoquimicos producidos por la region UV, también estarian involucra-
dos cambios fototérmicos producidos por el sobrecalentamiento momentaneo causado
por la absorcion de la luz. Wekhof (2000) propuso que utilizando una dosis superior a
0,5 kJ.cm™ la desinfeccion se logra mediante la ruptura de la bacteria durante el sobre-
calentamiento momentaneo causado por la absorcion de la luz emitida por la lampara.
Fine y col. (2004) sugirieron que el sobrecalentamiento podria causar vaporizacion y
generar un pequeiio flujo de vapor que causaria la destruccion de membranas. También
estarian involucrados efectos fotofisicos, relacionados con dafios estructurales provoca-

dos por la absorcion de los altos picos de energia, como dafio en paredes celulares, en-
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cogimiento de membranas, elucion de contenido intracelular, expansion de vacuolas,
entre otros (Takeshita y col., 2003; Krishnamurthy y col., 2010; Ferrario y col., 2014).

Existen discrepancias en los estudios reportados sobre la susceptibilidad que
presentan los diferentes microorganismos a la luz pulsada. Anderson y col. (2000) y
Rowan y col. (1999), informaron que la susceptibilidad de los microorganismos a la luz
pulsada decrecia en el siguiente orden: bacterias Gram-negativas, bacterias Gram-
positivas y esporas de hongos. El color de las esporas puede jugar un rol significativo en
la susceptibilidad de las mismas al tratamiento. Las esporas de Aspergillus niger son
mas resistentes que las de Fusarium culmorum, lo que podria deberse a que los pigmen-
tos de A. niger absorben mas en la region UV-C que los de las esporas de F. culmorum,
protegiendo a la espora contra la radiacion UV-C (Anderson y col., 2000).

Farrell y col. (2009) reportaron variaciones significativas en la sensibilidad de
diferentes especies de Candida, que también dependio de la dosis utilizada. En contraste
con esto, Gomez-Lopez y col. (2005) no observaron ningln patréon de sensibilidad entre
los diferentes grupos de microorganismos, luego de estudiar 27 bacterias, levaduras y
hongos.

La sensibilidad de los microorganismos a la luz pulsada estd determinada por di-
versos factores, desde las caracteristicas genéticas, que determinan la habilidad de con-
trarrestar o reparar los dafios inducidos en la célula por la irradiacion con luz pulsada,
propiedades estructurales de la célula, la composicion de la membrana celular o la pig-
mentacion de la misma, que condicionaria la absorcion de determinadas regiones del
espectro y, por lo tanto, protegiendo las estructuras internas de la radiacion incidente

(Kramer y col., 2016).

2.3.2.4 Aplicaciones en alimentos

Al tratarse de una tecnologia que atin se encuentra en desarrollo y en evaluacion
de potenciales aplicaciones, existe un menor nimero de trabajos reportados en biblio-
grafia que estudian la aplicacion de la LP en alimentos. Hoornstra y col. (2002) estudia-
ron la inactivacion de microorganismos presentes en la superficie de vegetales. Encon-
traron reducciones en el recuento aerébico mayores a 1,6 log CFU.cm™ en los diferentes
vegetales evaluados, utilizando una dosis de 0,30 J.cm™. Gémez y Lopez (2005) repor-
taron una reduccion en el recuento de mesofilos aerdbicos entre 0,56 y 2,04 log
CFU.cm™ en diferentes vegetales minimamente procesados (espinaca, radicheta, lechu-

ga, zanahoria, pimientos y repollo blanco) y en brotes de soja luego del tratamiento con
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mas de 200 pulsos. Marquenie y col. (2003) reportaron una inactivacion maxima de 3 a
4 unidades log de Botritis cinerea 'y Monilinia fructigena in vitro. Sin embargo, cuando
se inoculd B. cinerea en frutillas la luz pulsada no fue efectiva para lograr su inactiva-
cion.

Los efectos, tanto en el nivel de descontaminacion como en distintos parametros
de calidad, son diferentes segun el alimento estudiado. Ramos-Villarroel y col. (2012)
reportaron reducciones superiores a 3 unidades log de E. coli y un detrimento en el color
y textura de sandia minimamente procesada. Por el contrario, Luksiene y col. (2013)
lograron reducciones de 1,5 y 1 log para Bacillus cereus ATCC 12826 y L. monocyto-
genes en frutillas, con dosis tales que no afectaron el aspecto visual ni la calidad global
de los frutos.

El estudio de la aplicacion de esta tecnologia como tratamiento postcosecha de
frutas y hortalizas estd ain en desarrollo y requiere de la determinacion de las dosis
adecuadas para cada caso en particular, dado que ademas del efecto sobre el microorga-
nismo objetivo, estimulan respuestas naturales de defensa en la matriz vegetal, que en
muchos casos contribuyen a una mayor resistencia a microorganismos patogenos y a
una mejora en los atributos de calidad del producto (Duarte-Molina y col., 2016; Urban
y col., 2018).

También resulta indispensable estudiar el potencial de aplicabilidad de esta tec-
nologia a nivel industrial, que hasta la fecha s6lo se ha implementado para la desinfec-

cion de material de embalaje (Kramer y col., 2016).

2.4 Tratamiento térmico

2.4.1 Definicion

En la actualidad, la aplicacion de calor es el método de procesamiento mas
comun a nivel mundial, por su habilidad de inactivar microorganismos y enzimas dete-
riorativas (Rawson y col., 2011). Innumerables productos alimenticios son sometidos a
distintos tratamientos térmicos desde lacteos, enlatados, jugos de frutas, entre otros. El
tratamiento térmico de un alimento depende de varios factores como: la termorresisten-
cia de los microorganismos y enzimas presentes en el alimento, la carga microbiana
inicial que contenga el alimento, el pH y estado fisico del alimento. En el caso de frutas

y verduras frescas, el uso de altas temperaturas se aplica como pre-tratamiento para una
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deshidratacion o congelacion, con el fin de inhibir ciertos microorganismos patdogenos o

enzimas deteriorativas del propio alimento.

2.4.2 Efecto sobre los microorganismos

En el caso de los tratamientos térmicos moderados, que son los normalmente
aplicados a productos frutihorticolas, la efectividad para reducir las pérdidas ha sido
ampliamente documentado. El tratamiento térmico minimiza las pérdidas postcosecha,
ya sea en forma directa inactivando o provocando alguna injuria en los microorganis-
mos o bien, de forma indirecta afectando las respuestas fisiologicas del tejido de la fruta
a través de la induccion de sustancias antifungicas como proteinas relacionadas con la
patogénesis (quitinasa y B-1,3 glucanasa) y/o mediante la inhibicion de sintesis de en-
zimas hidrolizantes de la pared celular (Vicente y col., 2005; Lara y col., 2006; Dotto y
col,, 2011)

2.4.3 Tratamientos de frutas y vegetales

Existen numerosos estudios sobre la aplicacion de tratamientos térmicos con el
objetivo de extender la vida til de diversas frutas y vegetales (Pongener y col., 2018).
La exposicion a temperaturas mayores a 35 °C inhibe los procesos de maduracion en
distintas frutas (Paull y col., 1990; Lurie y col., 1998). Estos tratamientos térmicos de-
nominados “suaves” han demostrado ser efectivos para inhibir el desarrollo fingico y
disminuir la proporcion de frutos infectados en manzanas (Fallik y col., 2001), anana
(Wijiratnam y col., 2005) y mandarinas (Hong y col., 2007). La aplicacion de tratamien-
tos térmicos en frutillas ha sido investigada por diferentes autores y desde distintos en-
foques (Garcia y col., 1995; Civello y col., 1997; Marquenie y col., 2002; Dotto y col.,
2011). Sin embargo, las diferencias en las condiciones operativas, ya sea de tiempos y
temperaturas de exposicion 0 si se utilizan bafios de agua caliente o vapor de agua, los
distintos cultivares utilizados y condiciones de almacenamiento (Lara y col., 2006), di-
ficulta la comparacion entre los estudios existentes y la obtencion de conclusiones res-
pecto al efecto del tratamiento térmico en los parametros de calidad del fruto. Por ejem-
plo, Jing y col. (2010) reportaron que la exposicion de frutillas durante 20 s a aire ca-
liente a 60 °C rejudo significativamente la infeccion de frutos durante el almacenamien-
to, mientras que Martinez y col. (2008) lograron extender la vida 1til de frutillas y retar-
daron el ablandamiento de las mismas durante el almacenamiento con tratamientos de
aire caliente a 45 0 48 °C durante 3 horas. Garcia y col. (1995) reportd que la inmersion

de frutillas cv. Tudla en agua a 45 °C durante 15 minutos, redujo el nivel de infeccion,
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incremento el contenido de solidos solubles y disminuy6 la acidez titulable, todos efec-
tos que mejorarian la aceptabilidad de los consumidores.

Como se menciond anteriormente, distintos resultados han sido reportados en el
caso de frutillas, que se deben entre otros factores al estado de madurez del fruto al
momento de la cosecha, el cultivar utilizado, las caracteristicas del tratamiento térmico
aplicado y las condiciones de almacenamiento (Garcia y col., 1995; Vicente y col.,
2002; Martinez y col., 2008).

La disparidad de resultados observados en la efectividad del tratamiento térmico
y la limitacion en el tiempo de exposicion para evitar efectos negativos en la calidad
visual de los mismos, contribuye a la busqueda de tratamientos combinados a fines de
reducir la temperatura o el tiempo de exposicion, que permitan el control microbiologi-

co y atributos de calidad aptos para el consumidor (Bhat y col., 2015).

2.5 Tratamientos combinados

Se estima que en paises en vias de desarrollo, las pérdidas postcosecha exceden
el 30 % de la produccion debido a la falta de infraestructura o a una infraestructura ina-
decuada para la manipulacion, almacenamiento y elaboracion eficiente de la produccion
agricola. El alto costo de las tecnologias de procesamiento, la falta de informacion o de
un apropiado conocimiento técnico de los procesos también son factores que influyen en
las pérdidas ocasionadas. Las tecnologias combinadas que no requieren el uso de equi-
po, materiales y procedimientos sofisticados, y que son relativamente simples compara-
das con las tecnologias tradicionales, son una alternativa interesante para la preserva-
cion de frutas y hortalizas (Alzamora y col., 2004).

El objetivo de las tecnologias de obstaculos es seleccionar y combinar factores
de conservacion o barreras de forma tal de lograr la estabilidad del alimento, reteniendo
las caracteristicas nutricionales y sensoriales (Leistner, 1992). Este método usa varias
barreras que separadamente pueden no dar una adecuada preservacion, pero que cuando
se las combina pueden brindar la proteccion necesaria. Las barreras pueden incluir la
disminucion de la temperatura, pH o actividad de agua; el calentamiento minimo, o la
aplicacion de antimicrobianos (Alzamora y col., 2015). Para que este concepto sea apli-
cado exitosamente es necesario cuantificar la influencia de los distintos factores sobre la
poblacion microbiana y los diferentes factores de calidad que influyen en la aceptabili-

dad del producto final (Alzamora y col., 2005; Alzamora y col., 1995).

30



INTRODUCCION

El disefio inteligente de tecnologias puede ser utilizado para demostrar las inte-
racciones intrinsecas entre los factores de preservacion. Las interacciones antagonicas
ocurren cuando dos o mas factores de preservacion interactian disminuyendo la res-
puesta inhibitoria esperada a partir de las observaciones de la efectividad individual de
dichos factores. Las interacciones sinérgicas ocurren cuando la combinacion de distintos
factores de preservacion producen una mayor accion inhibitoria que la esperada por la
accion individual de los factores. Los efectos aditivos o indiferentes estan comprendi-
dos entre las acciones antagdnicas y sinérgicas. El primer concepto se refiere a la inhi-
bicion obtenida cuando la combinacion de las barreras resulta en la adicion de los efec-
tos de los factores aplicados en forma separada; mientras que el segundo concepto se
refiere a que el efecto combinado no excede o es igual al mayor efecto individual obser-
vado.

En general, muchas de las tecnologias emergentes, aplicadas a niveles tales que
no tengan un impacto significativo en la calidad del alimento, son procesos que no al-
canzan el nivel de inhibicion/inactivacion microbioldgica de otros tratamientos conven-
cionales. Por lo tanto, s6lo pueden pensarse en el marco de sistemas combinados o mul-
tifactoriales de conservacion para lograr la mayor inhibicion del crecimien-

to/destruccion de la flora resistente a algun(os) de los factor(es) de preservacion.

2.6  Evaluacion del color

El color es un atributo de calidad importante en frutas y vegetales, cuya percep-
cion suele constituir el primer paso en la evaluacion de estos productos por parte del
consumidor y es condicionante de su eleccion. La sensacion del color es un fenomeno
psicofisico, el cual es so6lo parte de la percepcion visual total de la informacion detecta-
da por el ojo e interpretada por el cerebro, en la cual influyen tres factores fundamenta-
les: las propiedades espectrales de la fuente de luz que iluminan el objeto, la naturaleza
del material observado y del proceso visual humano (MacDougall, 2002).

El sistema visual tiene la capacidad de discriminar entre radiaciones de distinta
longitud de onda determinando su “color” a través de un complejo mecanismo trivarian-
te, por lo tanto, el color es una caracteristica tridimensional, cuyas tres dimensiones co-
rresponden a un atributo de claridad, percibido por células especializadas de la retina
llamadas bastones, y dos atributos cromaticos, percibidos por otras células especializa-

das llamadas conos. Hay tres conjuntos de conos: uno sensible al rojo, el otro al verde y
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el otro al azul, y la respuesta total es la combinacion de las tres sefiales en el cerebro
(Lozano, 1978).

En los alimentos el factor mas importante que influye en la luz reflejada es la di-
fusion debido a las caracteristicas fisicas de la superficie. De forma general puede afir-
marse que la reflexion ocular ocurre en un angulo de 90° respecto a la luz incidente y es
la responsable principal del brillo del material, mientras que la reflexion difusa ocurre
en un angulo de 45° y es la principal responsable del color. Estas particularidades son
importantes al momento de efectuar mediciones porque del angulo de incidencia de la
luz en la muestra y la posicion de ésta con respecto al sensor, determinaran el color me-
dido.

Para estandarizar las comparaciones la Comission Internationale de 1’Eclairage
(CIE) ha establecido fuentes de luz estandar: el iluminante A tiene una distribucion energé-
tica similar a la luz emitida por una lampara incandescente de tungsteno, el iluminante B
corresponde a la luz solar con componente de cielo a medio dia, el iluminante C tiene una
distribucion energética similar a la luz blanca solar (difusa, cielo cubierto), el iluminante D
corresponde a la irradiacion de la luz solar directa. Otras de las variables a fijar es el angu-
lo del observador 6 campo visual. Cuando se miran objetos la informacion general provie-
ne de angulos de 10-20°, pero cuando se observan detalles, el angulo es de 2 °. En general,
en colorimetria de alimentos se emplea este tiltimo.

El célculo necesario para obtener los valores triestimulo CIE para un objeto se
esquematiza en la Figura 2.12. El valor del estimulo visual es la resultante de una
combinacion del espectro de la luz incidente (E vs A) con el espectro de la muestra (R vs A)
y con las funciones de distribucion de la sensibilidad del ojo para cada uno de los tres

primarios imaginarios (S vs A).

Distribucicnde 1a Reﬂectmaa
potencia espectial espectral del especiraldel
del iluminante objeto observador

Figura 2.12. Suma de radiaciones espectrales que conforman el estimu-
lo o flujo radiante que percibe el observador.
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El area bajo la curva resultante se integra en el espacio visible para obtener los
valores numéricos de la contribucion de cada uno de los tres primarios ideales (X, Y, Z) al
color dado.

En los espectrofotometros actuales este calculo se realiza automaticamente por
un sistema de computacion acoplado al instrumento. De esta manera el color queda de-
terminado por un punto en un espacio tridimensional de coordenadas X, Y, Z. Sin em-
bargo, la forma habitual de representacion es calcular las llamadas coordenadas croma-

ticas x-y definidas por las ecuaciones 2.1y 2.2, respectivamente:

X

-_ = Ec.2.1
XYz (Ec.2.1)
__ Y Ec.22
y_X+Y+Z (Ec. 2.2)

El color definido por (X, y) se representa en el diagrama cromatico CIE (Figura
2.13) donde so6lo tiene lugar la cromaticidad del color en cuestion. Para que la especifi-
cacion del color sea completa, eventualmente se utiliza la luminosidad Y como tercera
coordenada, en un plano perpendicular que representa la propiedad de reflejar mas 6
menos luz. El plano de las coordenadas cromaticas esta delimitado por una linea recta
que une los extremos del espectro visible, conocida como linea de purpuras (Kelly,
1943).

El espacio CIE 1931 es muy sencillo de manejar y es excelente para representar
mezclas aditivas, pero no es homogéneo (distancias geométricas iguales no suelen re-
presentar diferencias de color iguales en la percepcion por el ojo humano). Para subsa-
nar el problema de su no uniformidad se han desarrollado una serie de transforma-
ciones del espacio CIE que permiten obtener mejores resultados en la evaluacion de la
diferencia de color.

Asi surgen las transformaciones CIELab (1974) y CIELuv (1976). El CIELuv es
una transformacion lineal del espacio cromatico CIE. En cambio, lineas rectas en el
espacio CIE corresponden a lineas curvas en el espacio CIELab. El espacio CIElab es
un espacio de color rectangular de 3 dimensiones basado en la teoria de colores opuestos

que se representa en la Figura 2.14.
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Figura 2.13. Diagrama cromatico CIE.
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Figura 2.14. Diagrama del espacio CIELab.

Hay dos escalas de color populares de este espacio en uso hoy en dia, Hunter Lab y
CIE L*a*b*. Aunque son similares en organizacion, un mismo color tendra valores

diferentes en estos dos espacios. Ninguna de las dos escalas es visualmente uniforme.
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Hunter Lab se concentra en la region azul del espacio de color y CIEL*a*b* se expande en
la region amarilla. La recomendacion actual de la CIE es usar la escala CIEL*a*b*.

Las ecuaciones de transformacion del espacio CIE a CIE L*a*b* son las si-

guientes:
. Y/
L, =116 x (Y_> -16 (Ec. 2.3)
. X\ v/
a =500 x (X—> - (Y—> (EC. 24)
. Y\ 1z
b =200 x (Y_) - (Z_) (Ec. 2.5)

donde L*,, es el pardmetro luminosidad que toma valores entre 0 (negro) y 100
(blanco); a* es la coordenada cromatica enel eje de las abscisas ( rojo-verde); b*
es la coordenada cromatica en el eje de las ordenadas (amarillo-azul); X,Y,Z son los
valores triestimulo; X, Yy, Z, son los valores correspondientes al iluminante.

Dentro de este espacio es posible definir otras funciones que pueden ser indicativas
de determinados atributos de color, como la saturacion y el tono. Estas funciones son la

cromaticidad o croma métrica (C*) y el angulo de tono (h).

2.7  Evaluacion de la textura

La textura es uno de los mas importantes pero menos entendidos atributos de ca-
lidad en frutos y vegetales. Para los consumidores, es uno de los componentes criticos a
la hora de estimar la calidad de los frutos cuyas caracteristicas sensoriales tales como
firmeza, jugosidad y crocancia, entre otros, contribuyen a la textura (Harker y col.,
1997; Szczesniak, 2002).

Los atributos mecanicos y texturales de frutos y vegetales estan relacionados,
entre otros, con caracteristicas estructurales, ultraestructurales, fisioldgicas y bioquimi-
cas de las células y paredes celulares; con los cambios ocurridos durante la maduracion
y con las alteraciones generadas por procesos realizados en la industria de alimentos. El
desarrollo de métodos y la solucién de muchos problemas para comprender las propie-
dades texturales de un fruto es una cuestion compleja que requiere fundamentalmente

un buen entendimiento de la anatomia del mismo, en particular conocer la disposicion y
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tipo de tejido que lo conforman, analizar aspectos citologicos, fundamentalmente la
pared y la presion de turgor, a los que deben sumarse los cambios bioldgicos que ocu-
rren durante la postcosecha (Silva y col., 2005; Chaib y col. 2007).

Las mediciones instrumentales de las propiedades mecédnicas son generalmente
utilizadas para evaluar la textura del fruto. Los métodos instrumentales para evaluar la
textura consisten en ensayos mecanicos, pero los instrumentos consideran generalmente
una sola propiedad fisica en forma aislada y, como se mencion6 anteriormente, la textu-
ra es una combinacion de sensaciones multiples. La medicion instrumental es preferible
a la evaluacion sensorial para aplicaciones cientificas y comerciales porque reduce la
variacion entre mediciones debido a factores humanos, son mas precisas y pueden pro-
veer un lenguaje comin entre investigadores, empresas, agencias reguladoras y consu-
midores (Abbott y col., 1997; Harker y col., 1997). El ensayo de firmeza Magness-
Taylor, es el mas ampliamente usado para medir la textura en frutos y valora la fuerza
maxima necesaria para comprimir una muestra segin una dada modalidad (Abbott,
2004). Este sistema fue especialmente desarrollado para evaluar la calidad comercial de
los frutos versus la valoracion tactil de la firmeza realizada por los consumidores a la
hora de efectuar la compra.

Para medir firmeza en frutos en periodos de cosecha y postcosecha son muy
usados también los ensayos de penetracion o puncion por su facil implementacion
(Desmet y col., 2002; Camps y col., 2005; Silva y col., 2005). Con este ensayo se mide
la fuerza maxima de puncion requerida para que la punta cilindrica de metal (acero)
penetre el fruto o incluso lo atraviese totalmente en caso de frutos no-homogéneos. Los
equipos actuales permiten el monitoreo de la penetracion de la punta en el fruto entero,
a una velocidad determinada y se realiza un registro completo de la curva fuerza versus
desplazamiento. Se considera a la curva entera fuerza-desplazamiento como un indica-
dor de las propiedades del epicarpo y el mesocarpo (Camps y col., 2005).

Es de destacar que la firmeza, como se mide en la puncion, es una combinacion
de estiramiento y compresion en proporcion variable, por lo tanto no es posible conver-
tir mediciones hechas entre puntas MT (Magness-Taylor) de distinto tamafio, ni realizar
conversiones precisas partiendo de valores obtenidos con puntas de distintas geometrias.

Entre los parametros que se pueden obtener de las curvas de puncion figuran la
fuerza (Fg) y la deformacion (Dg) en el punto de ruptura de la epidermis y el modulo de
deformabilidad (Eq4). En alimentos, el término modulo de deformabilidad (Ed) es usado

en vez de modulo de elasticidad, y se obtiene de la pendiente de la curva de esfuerzo vs
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deformacion en un rango de deformacion definido, donde la deformacion se aproxima a
cero (Monhsenin y col., 1977) 6 de la region lineal de la curva si es que existe (Reboui-

llat y col., 1988).
2.8 Evaluacion de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

2.8.1 Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos se han vuelto de gran interés en los ultimos afios por
ser agentes que pueden contrarrestar el deterioro del organismo. Es por esto que multi-
ples investigaciones y desarrollos tecnologicos se han estudiado con el fin de cuantificar
estas propiedades, relacionadas con su capacidad de quelar metales, inhibir enzimas
como la lipoxigenasa y la peroxidasa, ademas de capturar radicales libres.

El método de Folin-Ciocalteu (FC) (Folin y Denis, 1915) es una técnica analitica
conveniente con buena reproducibilidad para la determinacion de compuestos fendlicos
totales en materiales biologicos. La precision de los resultados obtenidos usando este
método esta determinada por los estandares utilizados, el orden de adicion de los reacti-
vos, y el reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR). Los compuestos fenolicos son determina-
dos basados en la reduccién de Mo a Mo’*, obteniendo un color azul que puede ser
medido opticamente a 760 nm (Huang y col., 2005).

Este método tiene algunas desventajas, principalmente su carencia de especifici-
dad. Aunque el método FC produce resultados predecibles en un amplio rango de feno-
les, estos resultados pueden verse afectados por otros compuestos no-fenolicos, como
azucares, acido ascorbico, acidos organicos y hierro (II) (Prior y col., 2005; Rover y
col., 2013). La cantidad de fenoles totales en la muestra es usualmente indicada por su
equivalente con el contenido relativo de catequina o acido géalico, los cuales son usados
como estandares cuantitativos (Liang-Yu y col., 2013).

El método FC es conveniente y simple, no requiere de equipos particulares y
puede ser ttil en la caracterizacion y estandarizacion de muestras botanicas (Prior y col,

2005).

2.8.2 Antocianinas
Las antocianinas son compuestos fendlicos, especificamente del grupo de los
flavonoides. Al ser las responsables del color rojo de las frutillas, es adecuado cuantifi-

car su contenido por separado del resto de los compuestos fenolicos. Las antocianinas
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confieren la mayoria de los tonos rojos, azules y purpuras a frutas, granos, vegetales,
hojas y flores (Delgado y col., 2000; Welch y col., 2008).

El método espectrofotométrico de pH diferencial es una de las técnicas utilizadas
para medir antocianinas totales (Giusti y col., 2001). Este método es una modificacion
de otros previos descriptos por Fuleki y Francis (1968a, 1968b). Las muestras son dilui-
das con buffer de pH 1,0 y 4,5 y la absorbancia es medida donde se presenta el maximo
de absorcion correspondiente a la solucion de pH 1,0. La diferencia entre la absorbancia
resultante de las dos soluciones de buffer se debe a los pigmentos de antocianinas mo-
noméricas. Los pigmentos de antocianinas polimerizadas y pigmentos de pardeamiento
no enzimatico no presentan comportamiento reversible con el pH, por esto quedan ex-
cluidos del calculo. Es costumbre calcular el total de antocianinas usando el peso mole-
cular y el coeficiente de extincion molar de la antocianina con mayor presencia en la

muestra de la matriz (Giusti y col., 1999).

2.8.3 Capacidad antioxidante

Un antioxidante es definido como una molécula capaz de disminuir o prevenir la
oxidacion de otras moléculas (Sies, 1997), mientras que un antioxidante biologico ha
sido definido como cualquier sustancia que, cuando estd presente en concentraciones
bajas en comparacion a las de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamen-
te la oxidacion de ese sustrato (Halliwell, 1995).

Los antioxidantes neutralizan los radicales libres, cediéndoles el electron que les
falta y convirtiéndolos en moléculas estables. Muchas de las reacciones quimicas de los
antioxidantes pueden ser agrupadas en la categoria de transferencia de atomos de hidro-
geno (HAT) y transferencia de un tnico electron (SET). El mecanismo de HAT ocurre
cuando un compuesto antioxidante extingue radicales libres mediante la donacion de
atomos de hidrogeno. El mecanismo SET describe los casos donde un antioxidante
transfiere un Unico electrén para ayudar en la reduccion de un compuesto.

La capacidad antioxidante de un producto o alimento estd relacionada con los
componentes capaces de proteger un sistema biologico del dafio potencial debido a los
procesos o reacciones, incluyendo especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y
RNS, respectivamente).

En base a los mecanismos de reaccion, los principales métodos para la medicion

de la capacidad antioxidante se han dividido en dos categorias, coincidentes con el me-
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canismo de reaccion de los antioxidantes: reaccion de transferencia de atomos de hidro-
geno (HAT) y reaccion de transferencia de electrones (ET).

La disociacion de enlace y el potencial de ionizacion son dos de los principales
factores que determinan el mecanismo y la efectividad de los antioxidantes. Los meca-
nismos ET y HAT casi siempre ocurren juntos en todas las muestras y diferenciarlos
puede resultar dificil (Karadag y col., 2008; Navas y col., 2012).

Dentro de los métodos HAT se encuentra el método ORAC. El ensayo ORAC ha
sido utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de muestras de frutas y vegetales,
suplementos dietarios, vinos, jugos y nutracéuticos. Este método mide la capacidad de
los antioxidantes de inhibir la oxidacion inducida por radicales peroxilo y refleja la acti-
vidad antioxidante mediante la extincion de radicales por medio de la transferencia de
un atomo de hidrogeno (Ou y col., 2001). En el ensayo, los radicales peroxilo generados
por la descomposicion térmica del AAPH en buffer acuoso, reaccionan con una sonda
fluorescente, para formar un producto no fluorescente, disminuyendo la fluorescencia
del conjunto. La reaccion de la sonda con los radicales peroxilo se sigue por la pérdida
de la intensidad de la fluoresceina en el tiempo. Para la cuantificacion de la muestra, se
confecciona una curva de calibracion a partir de soluciones de un patrén (Trolox) de
distintas concentraciones que se hacen reaccionar con la fluoresceina, se incuba a 37 °C
y se afiade la solucion de AAPH para iniciar la reaccion (MacDonald-Wicks y col.,
2006).

El ensayo de la capacidad antioxidante como equivalentes de Trolox (TEAC) es
un método que incluye ambos mecanismos de reaccion, HAT y SET, es aplicable tanto
para antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos. El método consiste en la utilizacion de
un radical artificial que se genera a partir de un precursor (acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) que da el nombre al radical “ABTS-". El radial obtenido
es un compuesto verde-azulado intenso, estable y con un espectro de absorcion en la
region UV-visible, que permite seguir su extincion mediante un método espectrofo-
tométrico sencillo (Re y col., 1999). El radical es oxidado por los compuestos con acti-
vidad antioxidante a determinar en la muestra, ocasionando la decoloracion del radical,
y se mide mediante la inhibicion optica complementaria, a una longitud de onda de 734
nm. De la misma manera que en el método ORAC, la cuantificacion se realiza mediante
una curva de calibracion utilizando Trolox como estandar.

Las principales desventajas de esta metodologia son la utilizacion de un radical

sintético completamente ajeno de los sistemas vivos y la dificultad en encontrar el punto
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final de la reaccion, es decir, el tiempo de incubacion tras el cual se determina la absor-
bancia.

Dado que todas las metodologias presentan ciertas ventajas y desventajas, para
la determinacion de la capacidad antioxidante de extractos naturales, es preciso la utili-
zacion de mas de una metodologia para poder arribar a conclusiones e incluso para rea-

lizar comparaciones con la bibliografia existente.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia Prima
Un aspecto crucial para evaluar el efecto de los tratamientos realizados sobre las

frutillas, es la eleccion del cultivar del fruto con la cual realizar los experimentos. Dife-
rentes cultivares pueden presentar diferentes propiedades texturales, antioxidantes, y
fisicoquimicas, como pH, acidez, contenido de azucares, e incluso diferente composi-
cion de volatiles, aun cuando fueran expuestos a las mismas condiciones ambientales
hasta el momento de cosecha (Samykanno y col., 2013; Samec y col., 2016). Es por ello
que, a fines de atribuir las diferentes respuestas a los estimulos ocasionados por los tra-
tamientos postcosecha evaluados, el cultivar utilizado debe ser una constante. La elec-
cion del mismo se realizo teniendo en cuenta diversos aspectos, enumerados a continua-
cion:

=  Localizacion del cultivo: permite establecer las condiciones ambientales a las

cuales estuvieron expuestos los cultivos, la fecha de cosecha, edad del fruto e historia

térmica al momento de ingreso al laboratorio.

= Rendimiento comercial: permite estimar la disponibilidad del fruto en cuanto a

cantidad y meses del afio.

= Propiedades organolépticas y resistencia a plagas: las caracteristicas organolépti-

cas definen el interés comercial, estableciendo precios diferenciales para los produc-

tores y un mayor interés en la prolongacion de la vida 1til de los mismos. Siendo el

objetivo evaluar diversos tratamientos postcosecha, aquellos cultivares que fueran

desarrollados con el fin de ser més resistentes a los patégenos que ocasionan su dete-

rioro, no brindarian resultados representativos a la hora de definir un posible trata-

miento.

= Fechas de vigencia de las patentes correspondientes a los plantines: este Gltimo

punto es de suma importancia, pues garantiza la disponibilidad de un mismo cultivar

a lo largo del desarrollo de esta tesis.

Luego del andlisis de los factores antes mencionados, se optd por utilizar fruti-
llas (Fragaria x ananassa Duch.) cultivar Albion. Las mismas fueron adquiridas en
forma directa a un productor por medio del Mercado Central de Buenos Aires, cuyos

cultivos estaban ubicados en la zona de Pilar, provincia de Buenos Aires. Los frutos
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fueron cosechados durante las primeras horas de la mafiana del dia en que fueron trans-
portados al laboratorio.

A fines de obtener un lote homogéneo, fueron descartados aquellos frutos con
anormalidades morfologicas, visiblemente deteriorados por desarrollo microbiano, dafio
mecanico u otros 6 que no tuvieran 100% color rojo. Los frutos seleccionados fueron
clasificados por su tamafio en grandes, medianos y chicos (mayor a 4, entre 3 y 4, me-
nor a 3 cm de didmetro mayor, respectivamente) (Figura 3.1); luego se armaron los
grupos experimentales con igual cantidad de cada tamafio.

Se realizaron ademas determinaciones de acidez (% p/p de 4cido citrico), solidos
solubles (°Brix) y humedad (% en base himeda) para establecer las caracteristicas ini-
ciales de cada lote utilizado en los ensayos, acorde a la metodologia que se describira en
la Seccion 3.11. Los valores de acidez, contenido de sélidos solubles y humedad de las

muestras, se presentan al final de este capitulo.

Grande Mediana Chica

Figura 3.1. Clasificacion de las frutillas en funcion de su tamafio.

3.2 Reactivos y medios de cultivo empleados
- AAPH ((2,2’-azobis (2-amidino-propano) dihidroclorado) (Sigma-Aldrich, Esta-
dos Unidos)
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ABTS" (2,2-azinobis-[3-etilbenzotiazolina]-6-sulfonico) (Sigma-Aldrich, Esta-

dos Unidos)

Acetato de sodio (C,H;NaO,) (Biopack, Argentina)

Acetato de uranilo (UO,(CH3COO),.2H,0) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
Acetona ((CH3),CO) (Biopack, Argentina)

Acido clorhidrico (HCI) (Biopack, Argentina)

Acido fosférico concentrado (H;PO,) (Biopack, Argentina)

Acido gélico (C7HgOs) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)

Agar extracto de malta (MEA) (Merck, Alemania)

Alcohol etilico 96 ° (C,HsOH) (Sanicol, Argentina)

Azul de toluidina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)

Carbonato de sodio (Na,CO3) (Biopack, Argentina)

Citrato tri-sodico dihidrato (Na3;C;Hs;O(C0O0);.2H,0) (Merck, Alemania)
Cloruro de potasio (KCl) (Mallinckrodt, Estados Unidos)
Dihidrogenofosfato de potasio (KH,PO4) (Merck, Argentina)
Dihidrogenofosfato de sodio dihidrato ( NaH,PO42H,0) (Merck, Argentina)
Fluoresceina (C,0H;20s5) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)

Glutaraldehido (OHC(CH,);CHO) (Merck, Argentina)

Hidrogenofosfato de potasio (KoHPO,) (Merck, Alemania)

Hipoclorito de sodio (NaClO) (cloro activo: 55 g.L'l, C+P, Argentina)
Ioduro de potasio (KI) (Biopack, Argentina)

Nitrato de plomo (Pb(NOs),) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)

Peptona de carne (Britania, Argentina)

Persulfato de Potasio (K,S,0s) (Biopack, Agentina)

Reactivo Folin Ciocalteau (FCR) (Merck, Alemania)

Resina Spurr (Merck, Argentina)

Tetroxido de osmio (OsO4) (Merck, Argentina)

Trisulfonato potasico de indigo (CicH7N20;;S3K3) (Sigma-Aldrich, Estados

Unidos)

Trolox (C14H;5304) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
Tween 80 (Biopack, Argentina)

Todos los reactivos utilizados fueron calidad pro analisis a excepcion del alcohol

etilico y el hipoclorito de sodio.
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3.3 Tratamientos individuales
3.3.1 Tratamiento de ozono en fase acuosa

3.3.1.1 Descripcion del generador de ozono
Para la generacion de ozono in situ se utiliz6 un ozonizador por descarga corona
UTK-O-4 (Unitek S.A., Argentina); el mismo estaba disefiado para generar ozono en
forma continua a partir de oxigeno o aire como gas de alimentacion. El gas de alimenta-
cion pasaba a través de unos tubos de generacion, entre un electrodo y un dieléctrico,
espacio denominado “brecha dieléctrica”. Esta brecha o separacion es el lugar donde se
aplicaba energia eléctrica al gas base, se producia la disociacion de las moléculas de
oxigeno y su consecuente transformacion en ozono (Figura 3.2).
La cantidad de ozono generada depende de varios factores:
= (Caudal, temperatura y presion de oxigeno
= Voltaje y frecuencia aplicada en la camara de reaccion
*  Pureza del gas de alimentacion
El gas de alimentacion utilizado fue oxigeno de alta pureza. La presion de traba-
jo fue establecida en 9 psi mediante una valvula reguladora modelo LRP-1/4- 2,5 (Fes-
to, Argentina). El caudal de oxigeno se ajustaba a un valor de 5 L.min" mediante un
rotametro (Unitek S.A., Argentina) y se trabajaba al 99% de la potencia nominal del
equipo, obteniendo asi una concentracion de ozono de 18 + 2 mg.L™ a la salida del ge-

nerador.

3.3.1.2 Descripcion del equipo de ozonizacion

Para los tratamientos con ozono en fase acuosa se utiliz6 una columna de burbu-
jeo de 10 cm de diametro interno y 24 cm de altura, que poseia en la parte inferior un
disco perforado que cumplia la funcién de difusor. El ozono proveniente del generador
se inyectaba por la parte inferior de la columna, atravesaba el difusor y generaba asi el
burbujeo y agitacion de los frutos. El excedente de ozono en la corriente gaseosa, que
no habia sido disuelto en el agua, salia de la columna y burbujeaba en dos trampas en
serie de ioduro de potasio al 2% (p/v), con el fin de ser neutralizado antes de su venteo
por la campana. En la Figura 3.3 se presenta la configuracion del generador, la columna

y las trampas de KI.
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Figura 3.2. Representacion de la generacion de ozono en la brecha dieléctrica.

Figura 3.3. Configuracion del equipamiento para la ozonizacion de frutillas.

3.3.1.3 Determinacion de la concentracion de ozono disuelto

La determinacion de ozono disuelto en el agua se realizo por el método espectro-

fotométrico de indigo, segin la metodologia especificada por Bader y Hoigné (1982).

La misma consiste en la preparacion de dos soluciones; la primera, denominada solu-

cion Indigo de almacenamiento (SM), se obtuvo disolviendo 0,077 g de trisulfonato

potasico de indigo y 0,1 mL de acido fosforico concentrado, y luego se aford hasta 100

mL con agua bidestilada. En funcion de la cantidad de ozono que se estimaba tener di-

suelto y la posible presencia de interferencias en el agua (calcio, cloro, magnesio, etc.)

se eligi6 la dilucion a realizar. Dado que las experiencias se realizaron con agua destila-
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da, se realizo la solucion Indigo reactivo (SII) que consistio en una dilucion 1:20 de la
SM, para la cual se agregaron 5 mL de SM, 0,5 g de dihidrogenofosfato de sodio y 0,35
mL de acido fosforico concentrado; finalmente se afordé con agua bidestilada hasta un
volumen final de 50 mL.

Esta ultima solucion SII es la que se utilizé para reaccionar con el agua ozoni-
zada. La solucion sufre una decoloracion cuya magnitud, reflejada en una caida de la
absorbancia, se relaciona con la cantidad de ozono disuelto. Las proporciones de solu-
cion SII y agua ozonizada utilizadas fueron: 1 mL SII, 8,5 mL de agua destilada y 0,5
mL de agua ozonizada. El blanco consistié en 1 mL SII y 9 mL de agua destilada. La
absorbancia se midié en un espectrofotometro modelo V-630 (JASCO, Japon) a una
longitud de onda de 600 nm.

Los resultados fueron expresados en mg.L" de acuerdo a la Ecuacion 3.1.

o L_I_VtXAAbs
B N Y,

%100 (Ec.3.1)

donde: V; es el volumen total (10 ml), AAbs es la diferencia de absorbancia entre
muestra y blanco, b es el paso optico de la cubeta (1 cm), V es el volumen de la muestra
(0,5mL), y fes el coeficiente de absorciéon molar del ozono (0,42 L/mg Os.cm™).

Se realizaron dos tipos de determinaciones de ozono disuelto. En primer lugar,
para caracterizar la configuracion elegida para los tratamientos, se burbujed ozono en
1,25 L de agua destilada. Se extrajeron muestras de 0,5 ml a intervalos regulares de
tiempo de 1 min, hasta cumplir 15 min de ozonizacion. En segundo lugar, se repitio la
experiencia anterior pero esta vez la columna fue cargada con frutillas para simular los
tratamientos y evaluar cudnto ozono consumia la materia organica que contenian ini-

cialmente las muestras, y cudl era la concentracion de ozono residual.

3.3.1.4 Condiciones de ozonizacion de frutillas y tiempos de exposicion

Para los tratamientos con 0zono, la columna de burbujeo se cargd con 1,25 L de
agua destilada y 10 frutillas (aproximadamente 200 g). Los tiempos de exposicion eva-
luados fueron: 0 (control sin tratar), 5, 10 y 15 min, seleccionados en funcion de la bi-
bliografia existente y de pruebas preliminares en laboratorio.

El tratamiento descripto involucra dos factores que contribuirian a la desconta-
minacion microbiana de los frutos: uno es el posible efecto del ozono y otro es el lavado
mecanico que se produce durante el burbujeo y agitacion de los frutos en la columna.
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Con el fin de individualizar cada uno de estos efectos involucrados en el tratamiento,
para los estudios microbioldgicos se realizaron una serie de controles adicionales, que
consistieron en frutos sometidos a los mismos tiempos de exposicion que en los trata-
mientos de ozonizacion (5, 10 y 15 min) y con el mismo caudal de oxigeno en la ali-
mentacion de la columna, pero manteniendo el generador de ozono apagado. De esta
manera, se aislo el efecto de lavado mecanico que se produce en la columna ocasionado
en estos casos por el gas de alimentacion. Posteriormente los frutos fueron secados
haciéndolos rodar sobre papel absorbente.
En resumen, para la evaluacion del efecto de los tratamientos con ozono sobre la
micobiota nativa y Botrytis cinerea, se utilizaron dos tipos de controles:
e  Frutos que no fueron sometidos a ningun tratamiento mas alla del alma-
cenamiento (Control).
® Frutos sometidos a iguales tiempos de exposicion utilizando igual caudal
de gas pero con el generador apagado, que se denominaron controles de lavado
(CL) y cuya abreviacion de aqui en mas es: CL-5 min, CL-10 min y CL-15

min.

Para los restantes tratamientos y determinaciones evaluadas, se consideraron
como Control a aquellos frutos que no recibieron ningln tratamiento mas alla del alma-

cenamiento.
3.3.2 Tratamiento con luz pulsada

3.3.2.1 Descripcion del equipo

Se utilizd un equipo de luz pulsada Xenon Steripulse-XL modelo RS-3000B
(Xenon Corporation, Estados Unidos) que emitia pulsos de luz de alta intensidad en un
rango de longitudes de onda desde 200 a 1100 nm. El sistema consistia en un modulo
controlador RC-747, una camara de tratamiento que contenia la lampara de Xenon y un
sistema de ventilacion forzada de aire filtrado que evitaba el recalentamiento de la
lampara durante su funcionamiento. El equipo generaba 3 pulsos de alta intensidad por
segundo de 360 ps de amplitud cada uno. De acuerdo a los datos especificados por el
fabricante, la fluencia emitida por cada pulso, medida a una distancia de 1,9 cm desde la
ventana de cuarzo que cubre la lampara, era de 1,27 J.cm™. Diferentes fluencias pueden
obtenerse al modificar la cantidad de pulsos aplicados y la distancia a la [dmpara a la

cual se ubican las muestras (Figura 3.4).
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La cabina de tratamiento estaba construida en acero inoxidable; sus dimensiones
eran 40 cm de alto x 76,2 cm de largo x 20 cm de ancho, con un estante mévil para po-
der ubicar las muestras a diferentes distancias de la ldmpara. Para las experiencias, el
estante se posiciond a 10 cm de la ventana de la lampara. Como la luz no incidia de ma-
nera homogénea sobre todo el estante, para asegurarse que la irradiacion de las muestras
en los tratamientos fuera uniforme, las placas fueron ubicadas siempre en la region cen-
tral del estante y a una distancia no mayor de 10 cm del punto central de la lampara

(Gémez y col., 2012).

3.3.2.2 Tratamiento de las muestras

Para los tratamientos con luz pulsada se colocaron 4 frutillas en una caja de Petri
(9 cm de didmetro), previamente esterilizada con alcohol. Se irradiaron dos cajas de
Petri en simultaneo, que se colocaron en la region central del estante a no mas de 10 cm
del punto central de la lampara (Figura 3.5). Posteriormente, los frutos fueron volteados
y colocados en dos nuevas cajas de Petri esterilizadas, e irradiadas por el mismo periodo
de tiempo, de manera que recibieran la misma dosis en ambos lados. Se evaluaron dos
tiempos de tratamiento, 10 y 20 segundos, basandose en resultados previos obtenidos
por Duarte-Molina y col. (2016), que corresponden a fluencias de 11,9 y 23,9 J .cm?,
respectivamente. Ademas, en dicho estudio reportaron el incremento de la temperatura
registrado en dos posiciones (cerca de la superficie y en el centro del fruto). En el centro
la temperatura alcanzada fue de 14,2 + 0,4 °C y de 15,1 = 0,5 °C, luego de 10 y 20 s de

irradiacion, y en la superficie de 20,7 = 2,0 °C y 29,3 + 2,3 °C, respectivamente.
3.3.3 Tratamiento térmico

3.3.3.1 Descripcion del tratamiento

Los tratamientos térmicos consistieron en la inmersion de 10 frutillas (aproxi-
madamente 200 g) en un vaso de precipitado de 2 L de capacidad que contenia 1,25 L
de agua destilada, que inicialmente se encontraba a 46,3 + 0,4 °C. El vaso de precipitado
estaba colocado sobre un agitador orbital para favorecer la transferencia de calor y si-
mular las condiciones de agitacion durante un lavado mecanico (Figura 3.6). Se evalua-
ron dos tiempos de tratamiento: 2,5 y 5,0 min. Posteriormente los frutos fueron secados

haciéndolos rodar sobre papel absorbente.
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ntilacion forzada

Figura 3.5. Disposicion de las muestras en la cabina de luz pulsada.

3.3.3.2 Determinacion de los perfiles de temperatura
Se analizé la evolucion de la temperatura tanto en el agua como en las frutillas.
En el caso de los frutos (de 3,5 a 4,0 cm de didmetro mayor), la temperatura se registrd

en dos posiciones, a 1 y a 5 mm desde la superficie en contacto con el agua.
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