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ABSTRACT: The variation of post-harvest behavior of peroxidases (POX), polyphenol oxidases (PFO) and carotenoid compounds
of tomatoes treated with UV-C was studied in order to extend its useful life and at the same time obtain a beneficial effect on
the quality of it. The optimal radiation dose was 4.57 kJ. s*. m2 for 16 minutes on samples placed 10 cm from the lamps. Under
these experimental conditions the carotene content increased in the treated samples compared to the controls, however,
longer exposure times generated harmful effects such as loss of turgor, appearance of spots, degradation of carotenoids and
burns in the epidermis. The higher irradiation dose showed the lower development of microorganisms. An effect of the
treatment towards the end of the conservation period was observed in relation to the count of molds and yeasts, presenting
a lower load of this type of microorganisms with respect to the controls. Significant differences are observed in the enzymatic
activity of POX, which would indicate an inductive effect of the treatment on the activity of this enzyme. On the other hand,
although the polyphenoloxidase content was slightly higher throughout the study period, there were no significant differences
in relation to the controls. This would indicate a complementarity in the antioxidant activity of PFO and greater prominence of
the POX in the defense system.

KEYWORDS: Solanum lycopersicum, ultraviolet, postharvest, technological treatment, peroxidase, polyphenol oxidase,
carotenes.

1 INTRODUCCION
1.1 SITUACION HORTiCOLA REGIONAL

La zona de produccién de la regién central bonaerense de Argentina comprende los partidos de Ayacucho, Azul, Bolivar,
Daireaux, Laprida, Las Flores, Olavarria, Saladillo, Gral. Alvear, Gral. Belgrano, 25 de Mayo, Gral. Lamadrid, H. Irigoyen, Tapalqué
y Tandil. Los cultivos horticolas cubren actualmente una superficie al aire libre de aproximadamente 800 has, mientras que hay
15 has cultivadas en invernaderos en los que se siembran especies tales como tomate y pimiento en verano, y lechuga en
invierno. A campo hay una amplia diversidad de hortalizas como lechuga, acelga, repollo, espinaca y otras, zapallo y zapallito,
batata (principalmente en el partido de Bolivar), frutilla en Olavarria, endivia en Gral. Belgrano, maiz dulce y sandia en 25 de
Mayo e Hipdlito Irigoyen, perejil para industria y en menor medida el resto de las hortalizas. En los ultimos afios, se ha
incrementado la produccidon de brécoli, repollito de Bruselas y esparrago, este uUltimo con destino a la exportacién. Las
principales especies vendidas fuera de la regidn son zapallo, maiz dulce, sandia, frutilla y endibias.
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La comercializacién de las hortalizas es variable segun el tipo de producciéon y los volimenes cosechados de cada especie.
En general, los productores chicos y medianos realizan una distribucién local, en verdulerias, venta directa en el campo y
supermercados, o a los mercados mayoristas de Buenos Aires y Mar del Plata, Argentina [1].

1.2 EXIGENCIAS DEL MERCADO

La calidad de los alimentos se ha identificado como un determinante clave en la prevencion de enfermedades crdnicas,
constituyéndose en un componente fundamental de las actividades de promocién de la salud y prevencién de factores de
riesgo. En este contexto, las metodologias aplicadas a los mismos tanto en su produccion como elaboracién constituyen un
componente fundamental para ofrecer un producto de calidad.

Los vegetales frescos contienen entre un 65y 95 por ciento de agua y sus procesos vitales continldan luego de la recoleccién.
Su vida util durante la postcosecha depende tanto del ritmo con el que consumen sus reservas almacenadas como de la pérdida
de agua. Estos cambios fisioldgicos considerados normales pueden intensificarse si el producto se encuentra expuesto a
condiciones como alta temperatura, baja humedad atmosférica, dafo fisico, entre otros, lo que resulta en una répida pérdida
de aptitud para el consumo [2]. Como consecuencia, la actividad muestra una disminucion de rentabilidad y al mismo tiempo,
se reduce la oferta de productos frescos y de calidad para el consumidor, caracteristicas del sector que se repiten en todo el
pais.

Los requisitos mas importantes que se exigen a los productos horticolas que seran destinados a ser comercializados en el
mercado en fresco (I Gama), son principalmente aquellos que satisfagan las exigencias del consumidor, como el color:
tonalidad, brillo, mantenimiento en el tiempo, alta resistencia a los procesos oxidativos después de las operaciones de corte,
la ausencia de tierra u otro material sélido, la eventual presencia de residuos fitofarmacos y de nitratos dentro de los limites
de tolerancia, la limitada carga microbiana,, el alto contenido de sustancia seca y la duracién de la shelf life (vida util) [3]. Esto
es importante también cuando los alimentos primarios (sin ninguna transformacién) son utilizados como materia prima con
destino a generar nuevos alimentos formulados (ya sea reestructurados, enriquecidos o funcionales), dado que el inicio de un
proceso con materia inadecuada, se vera reflejado en la obtencion de un producto final de menor calidad.

1.3 VARIACIONES DE LA CALIDAD

La comercializacidon de hortalizas en fresco se ve limitada por su alto deterioro, perdiendo por cosecha, transporte y
almacenamiento entre un 20-35% del volumen. Hay que considerar que los productos en ocasiones deben recorrer largas
distancias antes de llegar al consumidor, lo que trae consigo un deterioro que impide su venta, o disminuye su precio [4]. De
esta forma, el alto caracter perecedero de ciertas frutas y hortalizas de consumo generalizado, sumado al mal manejo
postcosecha y al uso de tecnologias de acondicionamiento y almacenamiento inadecuadas, se traduce en elevadas pérdidas
de la calidad, de volumen comercializado, y en consecuencia de rédito econémico para el productor.

Las operaciones de preparacion de los productos de | gama como el corte, lavado y acondicionamiento, provocan
respuestas fisiolégicas por parte de los tejidos vegetales que inducen al aumento de la actividad respiratoria y del metabolismo
del vegetal fresco. Estos eventos pueden generar, a su vez, modificaciones de importancia cualitativa como por ejemplo en el
color, la consistencia y las caracteristicas organolépticas en general.

Adicionalmente, durante el almacenamiento, las frutas y hortalizas sufren diversos cambios fisioldgicos indeseables, tales
como la pérdida de peso debido a la evaporacién del agua, decaimiento, crecimiento de brotes internos y cambios en la
composicién [5]. Algunos estudios indican un aumento en la capacidad antioxidante y la concentracién de los polifenoles
durante el almacenamiento de hortalizas [6], [7], aunque otros reportan niveles constantes o decrecientes [7], [8]. Tudela y
colaboradores [9] sostienen que el efecto del almacenamiento sobre los antioxidantes depende de muchos factores,
incluyendo la luz y la temperatura. Estos pueden actuar como una sefial de estrés e inducir la sintesis de flavonoides y/o
modificar la cantidad de otros antioxidantes [10], [11].

Estudios realizados en los ultimos afios informan que en el segmento postcosecha de la cadena productiva, el vegetal puede
sufrir: cambios fisicos en la pared celular (aumento de la produccién de malondialdehido, como producto de degradaciéon de
la misma y con la consecuente pérdida de la firmeza del vegetal) [12], acumulacion de metabolitos toxicos, degradacién de la
clorofila [13], variacién del sistema antioxidante defensivo (compuestos fendlicos, flavonoide, etc.) [14], modificaciones en la
concentracién, en el contenido y composicion de carbohidratos, en el contenido de proteinas [15], reduccion de la actividad
fotosintética [16], cambios en la intensidad o tasa respiratoria, aumento en la produccién de etileno, entre otros.
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Por otra parte, es necesario tener en cuenta que, en general, a lo largo del proceso continuo de acondicionamiento, puede
tener lugar la contaminacién con microorganismos indeseables que alteran la calidad del alimento modificando sus
caracteristicas nutritivas y organolépticas y/o representen un riesgo para la salud de los consumidores. Ciertos grupos de
microorganismos como los aerobios meséfilos totales, las enterobacterias, los coliformes, la Escherichia coli, son empleados
como indicadores para poner de manifiesto cudles han sido las condiciones de obtencidn y/o produccion del mismo [17].
Ademas, todos los procesos de acondicionamiento de los alimentos destinados al mercado en fresco, provocan respuestas
fisioldgicas por parte de los tejidos vegetales que inducen al aumento de la actividad respiratoria y del metabolismo del vegetal
al mismo tiempo que pueden también favorecer la proliferacién de microorganismos.

14 APLICACION DE TRATAMIENTOS

Una de las actividades mas frecuentes en el sector horticola, es el empleo de fungicidas para el control del ataque de
microorganismos durante la postcosecha, sin embargo esta practica se ha visto restringida debido a que estas sustancias, a
veces, dejan residuos en el producto que pueden afectar la salud del consumidor. Por ello actualmente existe un mayor interés
en implementar las denominadas “tecnologias limpias” (luz UV-C, microondas, ultrasonido, peliculas comestibles,
encapsulamiento de sustancias antioxidantes) basadas en el uso de tratamientos para el saneamiento postcosecha
alternativos, con el propdsito de sustituir la aplicacion de agroquimicos en los alimentos.

En este contexto, se ha informado la utilizacién de tratamientos térmicos que favorecen el control de microorganismos,
pero sin embargo pueden causar cambios en la calidad visual y sensorial del producto tales como pérdidas de color, firmeza y
alteracién de algunos compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides, fitoalexinas), [18] entre otros efectos no deseados.

Investigadores sostienen que la radiacion UV-C puede ser considerada como una nueva alternativa tecnolégica para
prolongar la vida postcosecha de frutas y hortalizas enteras y cortadas, y ha sido aplicada en distintos vegetales [19]. En funcién
de la intensidad y longitud de onda, la radiacion UV-C puede inducir un estrés bioldgico en las plantas y activar algunos
mecanismos de defensa naturales de los tejidos vegetales e inducir la produccidon de compuestos fungicidas como son las
fitoalexinas, ademas de retrasar los procesos de maduracion y senescencia [20].

El efecto germicida de la radiacién UV-C se ha empleado en Espafia en diferentes alimentos como un método de
desinfeccién superficial a temperatura ambiente que no deja residuos en el producto, por lo que se considera una buena
alternativa para la conservacion de alimentos. Sin embargo, la sensibilidad de los tejidos al tratamiento con UV-C difiere en
funcion del genotipo, y en ocasiones las dosis altas pueden favorecer la alteracion de compuestos bioactivos del fruto, como
vitamina C, carotenos y fenoles, asi como el oscurecimiento superficial del tejido [21], [22].

D’Hallevin y colaboradores [23] demostraron que la aplicacidon de dosis bajas de UV-C en toronja causa menor tasa de
senescencia y deterioro, pero dosis superiores a 1,5 x 103 kgf s2 originan pardeamiento y necrosis del tejido irradiado. Estudios
realizados sobre mandarina con una intensidad de radiacién de 1,3 x 10 3 kgf . s2 muestran inactivacién de microorganismos
[24] y sobre tomate ocurre un retraso de la senescencia por 7 dias [25].

Muchos autores han publicado acerca de la influencia del tiempo de exposicién a la luz durante el almacenamiento en la
calidad de diferentes vegetales. Lester y colaboradores [26] encontraron que en espinacas, las hojas expuestas a la luz continua
(26,9 mol m™2s71) durante el almacenamiento presentaron mayor calidad nutricional que las hojas expuestas a la oscuridad
continua. Con luz fluorescente (21,8 mol m=2s71) se ha encontrado pérdida de peso, pero no influyé en el contenido de vitamina
C[27].

La solucién idénea para preservar la calidad global (organoléptica, microbioldgica y nutritiva) de estos productos
hortofruticolas y satisfacer las crecientes exigencias de los mercados internacionales, consiste en mejorar los tratamientos
postrecoleccidon [28]. Ante estos hechos, resulta relevante y necesaria la evaluacién de este tipo de tecnologias en cada
producto en particular, a fin de definir las condiciones éptimas de aplicacién experimental y los posibles cambios que ella
genera sobre el vegetal.

En este trabajo, se estudid la variacion del comportamiento postcosecha de las enzimas del grupo de las oxidoreductasas
(peroxidasas- POX y polifenoloxidasas- PFO) y de compuestos carotenoides en tomates (Solanum lycopersicum) tratados con
radiacién ultravioleta con la finalidad de alargar su vida util y al mismo tiempo obtener un efecto benéfico en la calidad del
mismo tendientes a agregar valor.
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2 MATERIALES Y METODOS
2.1  RADIACION Uv-C. FOTORREACTOR

El dispositivo tecnolégico (Figura 1) empleado para la realizacion de las pruebas a escala de laboratorio consiste en un
reactor de color negro que permite disminuir la pérdida de radiacién, con un estante metdlico regulable en alturay que en su
interior contiene un arreglo de 5 ldamparas germicidas de UV (longitud de onda A: 254 nm) de 6 W de potencia cada una, como
fuente de energia (hu), conectadas en serie de tal forma que pueden funcionar en forma individual o grupal.

Fig. 1. Disposicion de las Iamparas en el fotorreactor

2.2 MEDICION DE LA RADIACION Uv POR ACTINOMETRIA

La medicidon de la intensidad de la radiacién UV emitida por las ldmparas germicidas se llevé a cabo empleando una técnica
actinométrica con el sistema yoduro/yodato en el que se siguid por espectrofotometria la reaccion de formacién de triyoduro
de potasio de color amarillo (Espectrofotdmetro UV-visible Biochrom Libra S22).

Un actindmetro es un compuesto quimico sensible a la luz UV, el cual es expuesto a la longitud de onda de interés y los
cambios fotoquimicos son determinados analiticamente. El proceso de actinometria permite estimar la cantidad de radiacion
UV incidente sobre una superficie a través de una reaccidn fotoquimica, para la cual estd bien establecida la cantidad de moles
de moléculas de producto formado por fotones absorbidos [29]. Se empled la metodologia de Rhan modificada [30] .

Se prepararon soluciones de concentracién conocida de yoduro de potasio (6 x 10" M) y yodato de potasio (1x 10 1 M) en
buffer borato (1 x 10 2 M), pH 9,25. En primer lugar, se dejaron las ldmparas encendidas en el interior del fotorreactor durante
media hora hasta que el habitaculo alcanzé las condiciones de estado estacionario (ca. 25 °C + 1°C).

Se tomaron alicuotas de 20 mL de las soluciones las que fueron colocadas en un reactor tipo Batch con las caras laterales
recubiertas para evitar la incidencia de la luz UV-C por los costados. Se ubicaron dentro de la cabina y se dejaron expuestas a
la radiacion UV-C a diferentes tiempos (1, 4, 7, 15, 20 y 30 min). La reaccién iniciada por exposicion a la luz UV-C es la siguiente:

8KI+KIO3+3 H0+hv->313-+60H +9K*

La concentracién inicial de ioduro de potasio se determiné midiendo la absorbancia de la solucién sin irradiar a 300 nm
(€300 = 1,061 M cm™), empleando la Ec. 1:

C=A/( &.b) (Ec. 1)
Donde C es la concentracién molar del analito, b es el camino éptico y € es la absortividad molar.

La cantidad de triyoduro formado se determind a una longitud de onda de 352 nm para un coeficiente de extincién molar
de €32 = 26400 M cm™, utilizando una cubeta de cuarzo de camino éptico de 1 cm.

Conocidos los moles de triyoduros formados, se calculé el Nimero de Einsteins de Fotones Absorbidos o Numero de
Fotones Incidentes (NFI) por la muestra dividiendo el nimero de moles de producto por la eficiencia cudntica, segun la
siguiente ecuacion:
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NFI=[1"]/ ® (Ec. 2)
Donde @ es la eficiencia cudntica y [Is] es la concentracidn molar del triyoduro formado.

La Eficiencia Cuantica es a su vez es funcion de la temperatura y de la concentracién inicial de ioduro de potasio segun la
siguiente ecuacion (3):

® =0,75[1+0,02 (T -20,7)][1 + 0,23 (C—-0,577)] (Ec. 3)

Donde: © es la eficiencia cuantica, C es la concentracién molar inicial de ioduro de potasio, y T es la temperatura (°C) a la
cual se llevd a cabo la reaccion.

Para convertir el Numero de Fotones Incidentes (NFI) en Energia Incidente (El, joule), se multiplicé el numero de fotones
por la energia de cada fotdén. Asumiendo que todos los fotones absorbidos tenian una longitud de onda de 254 nm, este factor
es 4,72 x 10° J/Einstein de fotones.

El= NFI [Einstein de fotones] x 4,72 x 10° [J/Einstein de fotones]. (Ec. 4)

Si se grafica la energia incidente vs. el tiempo de exposicion, se obtiene una expresién lineal de cuya pendiente se obtiene
la potencia. De esta forma la intensidad de la radiacion, se calcula dividiendo la potencia expresada en watt por el area expuesta
a la fuente de radiacién (m?) segln la siguiente ecuacion:

I1=P/A (Ec. 5)
Donde | es la intensidad de la radiacidn, P es la pendiente de la recta y A es el area expuesta.

Finalmente la dosis de UV-C se expresé en kl . m 2, multiplicando la intensidad de la radiacién y el tiempo de exposicién
real seleccionado para tratar la muestra en particular.

D= Ixt (Ec.6)

Donde D es la dosis de luz UV-C absorbida, | es la intensidad de la radiacion y t es el tiempo expuesto a la radiacién.

Para cada tiempo de exposicion las mediciones se realizaron por triplicado. La formacion de triyoduro se incrementé
linealmente con el tiempo de exposicidn a la radiacién UV-C. A tiempos mayores, la misma se vio limitada por el consumo de
los sustratos de la reaccidn; por lo tanto, en ese caso las dosis se calcularon utilizando como factor de proporcionalidad la
pendiente de la curva dosis vs. tiempo de exposicidon obtenida a partir de los tiempos medidos. Las actinometrias fueron
obtenidas para 2, 3 y 5 lamparas encendidas en simultdneo.

2.3 MATERIAL VEGETAL

Las muestras de tomate (Solanum lycopersicum) seleccionadas completamente al azar provistas por un productor horticola
del partido de Azul (Buenos Aires, Argentina), al momento de la cosecha y en su punto dptimo de maduracién (verde maduro)
fueron inmediatamente llevadas al laboratorio de la Facultad de Agronomia, UNCPBA. Alli, se acondicionaron retirando las
partes no comestibles, se lavaron con agua y se dividieron en cuatro grupos de caracteristicas homogéneas. Las muestras
control (To) integraron el primer cuarto. El resto se colocaron por tandas en bandejas de poliestireno dentro del fotorreactor y
se irradiaron con 5 lamparas UV-C de 6w de potencia a distintos tiempos de exposicion, siendo: Ti: 4, T2: 8, T3:16 y T4:30
minutos, respectivamente y a una distancia de exposicion de 10 cm. Los tomates fueron almacenados durante 21 dias a
temperatura ambiente y los analisis de los distintos parametros control se realizaron a 0, 7, 14 y 21 dias de conservacion. Todas
las determinaciones se efectuaron por triplicado.

24 CUANTIFICACION DE OXIDOREDUCTASAS
24.1 PEROXIDASAS

Las enzimas peroxidasas (POX) se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en microorganismos, plantas y
animales. Son enzimas que catalizan reacciones bisustrato de caracter redox: utilizan un peréxido como oxidante y un segundo
sustrato de caracteristicas reductoras. La naturaleza y estructura quimica de este ultimo puede ser muy distinta, por ejemplo
fenoles, aminas aromaticas y derivados, entre otros. En las plantas, las peroxidasas controlan el crecimiento fisioldgico, su
diferenciacion y desarrollo, ademas participan en muchas funciones (biosintesis de lignina, defensa frente agresiones de
patogenos, en distintos tipos de estrés abidtico, proteccidn contra el deterioro de tejidos y en procesos de oxidacion de las
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cadenas insaturadas de acidos grasos que forman las paredes celulares). Estas enzimas actlan transformando el H,O:
perjudicial para la planta, en agua. Se ha encontrado que la actividad de las peroxidasas se incrementa cuando las plantas se
ven sometidas a diversos factores de estrés (sequia, bajas o altas temperaturas, contaminantes fotooxidantes como el ozono,
entre otros) que afectan su fisiologia [31]-[33].

2411 EXTRACTO CRUDO ENZIMATICO

Se aplicé un método sencillo, rapido y eficiente adaptado y modificado por una de las autoras en el que 1,5 g de muestra
de vegetal fresco se muelen finamente en un molinillo comercial durante 30 s a temperatura ambiente. Luego se adicioné 4,7
mL de solucidén tampdn fosfato (pH 7,0). El sistema se sometid durante 10 minutos a bafio ultrasdnico (marca TeslLab, a 160 W
y 40 kHz). Posteriormente, el extracto se centrifugd a 5000 rpm durante 30 min a 4 °C = 1°C, finalmente se retird el
sobrenadante y se almacend a la misma temperatura para utilizarlo como fuente enzimdtica natural. Se comprobd
experimentalmente que el extracto enzimatico crudo mantiene su actividad durante largos periodos de tiempo.

2.4.1.2 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS POX

Se forma in situ un diperodxido ciclico coloreado denominado tetraguayacol (TG, Figura 2), cuando se emplea perdxido de
hidrégeno como oxidante verde, o-metoxifenol o guayacol como segundo sustrato y POX extraidas de muestras de interés
agronomico (Solanum lycopersicum) como fuente enzimatica. La cuantificacion de la actividad se realizd por
espectrofotometria a través de la lectura del producto coloreado a 470 nm.

OCH; OCH;

0-0

OCH; OCH;

Fig. 2. TG: Estructura quimica del tetraguayacol

El TG se obtuvo a temperatura ambiente al agregar 100 plL de perdxido de hidrégeno 5 x 10 ! % v/v sobre una mezcla que
contenia 2,7 mL de guayacol al 1 % v/v (etanol:agua 80:20) y 100 uL de extracto enzimatico crudo. Se midié la absorbancia (A)
cada 5 s (t) y se graficd In A vs t. La reaccion de formacion de TG cumple una ley cinética de pseudo primer orden. De la
pendiente de la recta es posible calcular la velocidad de formaciéon de producto lo que permite determinar la actividad
enzimatica de las POX extraidas. Se define a la unidad enzimdtica como la cantidad de enzima necesaria para lograr una
variacion en 0,001 unidades de absorbancia.

2.4.2 POLIFENOLOXIDASA

Las polifenoloxidasas (PFO) son enzimas que catalizan la reaccién que transforma o-difenoles en o-quinonas. Estas quinonas
son reactivas y capaces de modificar covalentemente una amplia cantidad de especies celulares, que culmina con la formacion
de compuestos poliméricos de color marrén, fendmeno conocido como pardeamiento enzimatico. Esto puede ocurrir en
diferentes etapas tanto en el crecimiento, recogida, almacenamiento como procesado de productos hortofruticolas,
transformandose en un problema de primera magnitud en la industria agroalimentaria y se reconoce como una de las
principales causas de pérdidas de calidad y valor comercial ya que se generan cambios importantes ya sea en la apariencia
como en las propiedades organolépticas de los vegetales comestibles, ademds suele ir asociado al desprendimiento de olores
y efectos negativos sobre el valor nutricional [34].
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24.2.1 EXTRACTO ENZIMATICO CRUDO

Se tomé 1 g de la muestra triturada, se mezclé con 4 mL de tampén de extraccién (5 x 10 2 M Tris-HCI Buffer, pH = 7,5, 3
mM MgCl2 y EDTA 1 mM). Se colocé en ultrasonido (marca TesLab, a 160 W y 40 kHz) durante 30 min a 0 2C + 1°C en oscuridad.
Los homogenatos se centrifugaron durante 30 min a 5000 roma 4 °C £ 1°C.

2.4.2.2 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE POLIFENOLOXIDASA

La actividad de PFO se determind a 25 °C + 1°C midiendo la variacidn de absorbancia a 420 nm. Para esto, se colocaron 2,7
mL de la mezcla de reaccién que contenia 1 x 10 T mol . L' de catecol en tampén de fosfato de sodio 2 x 10 2mol . L, pH=6,5
y 300 pL del extracto crudo enzimatico obtenido en la etapa previa. La actividad de PFO se definio como el cambio de
absorbancia por unidad de tiempo (min) y cantidad de proteina extraida en mg*[35].

2.5 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE CAROTENOIDES

El contenido de carotenos totales se tomé como pardmetro de referencia para la eleccién de tiempo de irradiacién éptimo
empleado sobre muestras de tomate que genere las mejores respuestas deseables relacionadas con la calidad fisicoquimica
de las mismas.

Para ello, se realizé el ensayo en el que se irradiaron lotes de tomate durante 4, 8, 16 y 30 minutos respectivamente.
Ademas, se reservaron muestras controles sin irradiar. En todos los casos se almacenaron durante 21 dias a temperatura
ambiente. Los andlisis se realizaron el dia de cosecha (To), a los 7 (T7), 14 (T14) y 21 (T21) dias, respectivamente.

Las muestras de tomate fueron trituradas con un molinillo (Liliana AM 680) durante 30 segundos, se pesaron alicuotas de
0,125 gy se agregaron 15 mL de acetona. Todos los sistemas se dejaron en reposo durante cuarenta y ocho horas en oscuridad
y luego se homogeneizd en bafio Ultrasénico (Marca Teslab a 40 watt de potencia) durante 15 minutos. Se centrifugé durante
10 minutos a 4000 rpm en centrifuga refrigerada a 4°C (Marca Presvac), el liquido sobrenadante se colocé en matraces de 25
mLy se llevé a volumen final con acetona. Estas soluciones fueron leidas a 470, 645 y 662 en espectrofotdmetro. El contenido
de caroteno total [36] se determiné de acuerdo a las siguientes ecuaciones (7, 8, 9):

Ca= 11,75 Ae62—2,35 Aess (Ec. 7)
Cb= 18,61 As45—3,96 Ass2 (Ec. 8)
Cix+c)= (1000 As70-2,27 Co-81,4 Cb) /227 (Ec. 9)

Donde Ca indica el contenido de clorofila a, Cb muestra el contenido de clorofila b y Cix+c) corresponde al contenido de
carotenoides totales expresado en pg . mL™2. Luego se expresé el resultado en mg de carotenoides . 100 g ! de muestra. En
todos los casos las determinaciones se hicieron por triplicado.

2.6 EVALUACION DE LA CAPACIDAD GERMICIDA DEL TRATAMIENTO CON UV-C

Se evalud el efecto germicida del tratamiento UV-C sobre los tomates irradiados durante 4, 8 y 16 minutos con respecto a
los frutos sin tratar. Para ello se preparé un homogenato de cada muestra en solucién estéril de NaCl 8,5 x 10 2 % m/v
manteniendo una relacién 1:9. La muestra se triturd utilizando un homogeneizador tipo émbolo (Potter) para tejidos blandos
[37]. Se utilizaron 3 muestras por tratamiento para cada dia de seguimiento. A continuacion, se llevaron a cabo diluciones
decimales y luego se sembré cada dilucidn por duplicado en placas de agar para recuento en placa (PCA, Britania) y agar papa
glucosado (APG, Britania), para el recuento de aerobios meséfilos totales y hongos y levaduras, respectivamente. Las placas de
PCA se incubaron durante 24+ 2 h a 32 °C + 1°C mientras que las de APG se llevaron a estufa a 22 °C + 1°C durante 5 dias. Los
valores de recuento se estandarizaron a UFC . g de tomate fresco.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis comparacion de medias mediante el Test de Bonferroni (a=0,05), a través del empleo del paquete de
analisis estadistico InfoStat 2018.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1  DETERMINACION DE LA INTENSIDAD DE RADIACION UV-C

Para el cdlculo de la intensidad de radiacion emitida por las 5 lamparas encendidas en simultdneo se considerd el
procedimiento descrito ampliamente con anterioridad (Ec.1-3) y se obtuvieron los siguientes resultados que se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1: Concentraciones iniciales de yoduro de potasio, triyoduro de potasio formado luego de la incidencia de UV-C y valor de
la Eficiencia Cudntica (®)

Tiempo Concentracion | Concentracion I3 (0]
de Explosién a UV-C [min] I'[mol.LY] [mol.L?]
4 5,35.101 1,17.10°3 7,77.101
8 5,35.101 1,8.10°3 7,84.101
16 5,35.101 3,08.10°3 7,84.101
20 5,35.101 3,67.10°3 7,92.107
30 5,35.101 4,8.10°3 7,99.101
70,000
50,000
e 40,000
- 30,000
20,000 v y=0,0283x+49,157
R? = 0,9887
10,000
0,000
(1] 200 400 B00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Tiempo [s]

Fig. 3. Grdfico de la Energia Incidente en funcion del tiempo expresado en segundos

Se emplearon las Ec. 2 y Ec. 4 para determinar la Energia Incidente [J], al graficar estos valores en funcién del tiempo
expresado en segundos (Figura 3) se obtiene una representacion lineal, con un coeficiente de correlacidn cercano a la unidad,
y cuya pendiente es la potencia expresada en watt.
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Al emplear la Ec. 5 y considerando que el reactor de Bach donde se realizaron los ensayos tiene una superficie de 5,9 x 10°
3 m?, se obtuvo el valor de la Intensidad de radiacién emitida por las 5 ldmparas encendidas en simultdneo. Este mismo
procedimiento de cdlculo se repitid para 2 y 3 ldmparas funcionando. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.

La medicién de la intensidad de radiacion emitida por las ldmparas de UV en el fotorreactor, es un factor importante que
es necesario controlar y definir, para determinar la dosis adecuada para cada muestra en particular. El ensayo se realizé por
triplicado y se encontré que existen diferencias significativas (Test de Bonferroni, a=0,05, p> 0,0001) de radiacién emitida con
el nimero de ldmparas encendidas (Tabla 2). Por lo tanto se decidid mantener las cinco lamparas en funcionamiento
simultaneo para asegurar la uniformidad de la radiacidn absorbida por el vegetal.

Tabla 2. Determinacidn de la intensidad de radiacion emitida por las Iamparas UV-C

Numero de ldamparas Intensidad (W. m™)
encendidas
2 3,4¢
3 4,2°
5 4,82

Letras diferentes indican diferencias significativas

La variacién de la intensidad de radiacién [W . m™2] tiene una tendencia lineal con el nimero de ldmparas encendidas (Figura
4) con un coeficiente de correlaciéon (R) cercano a los 0,963.

Intensidad (W . m?2)
w

y=0,4429x+2,6571
R? =0,9276

0 1 2 3 < 5 6

Numero de lamparas encendidas

Fig. 4. Grdfico de la Energia Intensidad de radiacion [W . m2] en funcién del nimero de lamparas encendidas.
3.2 DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE IRRADIACION: CUANTIFICACION DE COMPUESTOS CAROTENOIDES Y ESTUDIO MICROBIOLOGICO
Se realizaron determinaciones cuantitativas para establecer el tiempo éptimo de irradiacion que genere las mejores

respuestas deseables en la hortaliza en cuanto a su calidad fisicoquimica y organoléptica. Se realizaron ensayos con 4, 8, 16 y
30 min de exposicién de los tomates a UV-C y se determiné la dosis correspondiente empleando la Ec. 6 (Tabla 3).
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Tabla 3. Dosis de radiacion de las muestras de estudio

Tiempo de irradiacion Dosis
[s] [ki. st m?]
q 1,14
8 2,28
16 4,57
30 8,57

Se considero el contenido de carotenos totales como parametro de control y el recuento de aerobios meséfilos totales y
de hongos y levaduras, y ademds se determinaron las caracteristicas organolépticas de los vegetales tratados a diferentes
tiempos en comparacion con las muestras control (sin irradiar) al inicio del tratamiento y los posteriores seguimientos a los 7,
14 y 21 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. En todos los casos los datos se corresponden al promedio obtenido para los
ensayos realizados por triplicado.

Tabla 4: Variacion del contenido de carotenoides en muestras de tomate irradiadas diferentes tiempos con UV-C

Tiempo de irradiacion Contenido de carotenos [ug de caroteno/g de tomate fresco]
de UV-C Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
[min]
To: 0 1,9° 5,54¢ 8,83° 9,49b
Ti: 4 1,9 7,4a° 9,44° 9,66"
T2: 8 1,9° 8,242 7,50° 8,39¢
T3: 16 1,9 6,64° 10,932 11,55°

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas.

Al analizar estadisticamente los datos de la Tabla 4 (infoStat 2018, Test de Bonferroni, a= 0,05, p> 0,0001 ) se observé que
alos siete dias de almacenamiento en todos los casos existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos (tiempos
de irradiacién con UV-C) aplicados sobre los tomates en relacion al control. Sin embargo, hacia el dia 14 y 21 los resultados
arrojaron que en las muestras tratadas durante 4 minutos con UV-Cy los controles, no existieron diferencias significativas, por
lo que T1 no seria el tiempo dptimo. En general menores tiempos de irradiacidn sobre la hortaliza no provocaron variaciones
considerables en el contenido de carotenoides, entre la muestra tratada respecto a la sin tratar transcurridos los 21 dias de
evaluacion, por lo que los tiempos de 4 y 8 minutos fueron descartados. Por otro lado, se observé mayor contenido de
carotenoides en los tomates irradiados durante 16 minutos con UV-C tanto en el dia 14 como hacia el periodo final de
almacenamiento, por lo que éste seria el tiempo ideal de exposicién, ya que el estrés provocado sobre la muestra por
exposicion a la luz generaria un aumento de la formacidn del compuesto bioactivo estudiado. Sin embargo, un exceso de
exposicidn a la accién intensa de la luz UV-C (Ta: 30 minutos) induce la ruptura de los compuestos carotenoides con la
consiguiente formacion de metabolitos de baja masa molar, situacion que genera una disminucion del contenido de los
mismos. Ademas, provoca otros efectos nocivos en el vegetal tales como pérdida de turgencia, aparicion de manchas y
quemaduras en la epidermis, entre otras, al compararlos con la muestra control (Figura 5), por lo que el tiempo de exposicién
de 30 minutos también se descarto.
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Fig. 5. Tomate expuesto a 30 minutos de radiacion UV-C

Los pigmentos carotenoides son compuestos responsables de la coloracién de muchos vegetales. Investigaciones realizadas
en los Ultimos aflos han demostrado el efecto beneficioso de esta familia sobre la salud de las personas, por lo que,
nutricionalmente hablando, resulta de gran importancia determinar si el uso de UV-C contribuye a la formacion de
carotenoides, ya que su pérdida, ademas de producir cambios de color en el alimento, conlleva a una disminucién de su valor
nutritivo. La inestabilidad de los carotenoides se debe al hecho de que son compuestos altamente insaturados, degradandose
fundamentalmente debido a procesos oxidativos. Otros factores como la luz, la temperatura o el pH también pueden producir
importantes cambios cualitativos en estos compuestos [38], [39].

En el presente trabajo, se encontré que la velocidad de formacidn de carotenoides (7,47 x 10 s 1) en los tomates tratados
durante 16 minutos sigue una ley cinética de pseudo primer orden, con un coeficiente de correlacién de 0,995, siendo este
pardmetro 1,3 veces mayor en relacidn a los controles (5,7 x 10 ® s -1, R: 0,995). Esta situacidn indica que existe un efecto
positivo del tratamiento sobre la velocidad de formacidn de estos compuestos.

Okon Johnson y colaboradores [40] observaron una tendencia comparable y encontraron que una irradiacién de UV-C de
2,15 kJ . m™? sobre tomates, provoca un aumento considerable en el contenido de compuestos bioactivos entre ellos los
carotenos, proporcional al tiempo de tratamiento. Por otro lado, Liu y colaboradores [41] demostraron que 21 dias después
del tratamiento de tomates con 13,7 kJ/m? de UV-C el contenido de licopeno se incrementé hasta 6 veces en la epidermis.
Mientras que, no observaron efectos sobre el contenido de B-caroteno ni sobre el contenido de sdlidos solubles totales.

Al respecto, Pataro y colaboradores [42] expusieron a diferentes dosis de irradiaciéon UV-C (1- 8 J. cm) a tomates verdes
inmaduros almacenados a 20 °C + 2 °C por hasta 21 dias. Evaluaron los efectos de los tratamientos de luz sobre las propiedades
fisico-quimicas y los compuestos antioxidantes de los frutos de tomate durante el almacenamiento y compararon con los no
tratados. Los resultados mostraron que tanto los °Brix como el pH de todas las muestras no se vieron afectados por los
tratamientos de luz durante el periodo de estudio. Por otro lado, el color de la piel de los tomates no tratados y tratados cambid
de verde a rojo durante el almacenamiento y no se detectd influencia apreciable de los tratamientos de luz. Sin embargo, el
contenido de carotenoides totales, licopeno, compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de las muestras tratadas con luz
aumentaron durante el almacenamiento hasta 2,5; 6,2; 1,3 y 1.5 veces, respectivamente en comparacién con los controles,
estos resultados manifiestan un comportamiento similar a los encontrados en este trabajo de investigacion.

Por otra parte, en el presente estudio, se llevaron a cabo los recuentos microbioldgicos sobre las muestras tratadas y
controles para determinar el poder germicida de la exposicion a UV-C. En concordancia con otros autores, se observd que
cuanto mayor es la dosis de irradiacién, menor es el desarrollo de microorganismos [43]. En particular, se observé un efecto
bactericida significativo (infoStat 2018, Test de Bonferroni, a= 0,05, p> 0,0001) sobre las muestras expuestas durante 16
minutos desde el dia 14 post-tratamiento y hasta el final del tratamiento, lo que se corresponde con la dosis dptima de
radiacién UV-C preseleccionada (Figura 6a), resultados que refuerzan lo concluido anteriormente.

En lo que respecta al recuento de hongos y levaduras, el efecto de la exposicion a UV-C se observo principalmente hacia el
final del periodo de conservacién para los tratamientos de 8 y 16 minutos, los cuales presentaron una reduccién
estadisticamente significativa de este tipo de microorganismos con respecto a los controles (infoStat 2018, Test de Bonferroni,
a= 0,05, p> 0,0001) e incluso, a los tomates expuestos durante 4 minutos (Figura 6b). Esta tendencia ha sido observada por
otros autores en frutos como uvas, arandanos, aguaymanto y frutilla, entre otros [44]-[47]. Andrade Cuviy colaboradores [48],
han propuesto que lairradiacion con UV-C retrasa la germinacién de las esporas fungicas, lo que permitiria explicar los menores
recuentos en las muestras tratadas durante 8 y 16 minutos hacia el final del periodo de almacenamiento con respecto a los
controles.
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Fig. 6. Determinaciones microbiologicas en tomates irradiados con UV-C y controles. a: Recuento de aerobios mesdfilos
totales y b: Recuento de hongos y levaduras. Letras distintas indican diferencias significativas

Erkan y colaboradores [49] encontraron una reduccion significativa en la poblacién microbiana de rebanadas de calabaza
después de ser tratadas con UV-C en dosis de 4,93 y 9,86 x 10° kgf s2. Allende y Artés [50],[51] también encontraron que dosis
de 0,4 a 8.14 x 10° kgf s redujeron la carga de bacterias psicrotréficas, coliformes y levaduras en lechuga (Lactuca sativa L.)
minimamente procesada. Marquenie y colaboradores [52] reportaron un retraso en el crecimiento fungico (Botrytis cinerea y
Monilinia fructigena) en fresa a la que se aplicé una dosis de 5 kgf s2 de UV-C.

En términos generales, la irradiacion de frutos con UV-C durante la postcosecha presenta un doble efecto en la proteccién
de los mismos frente al desarrollo de microorganismos. Por un lado, se ejerce un efecto directo al dafiar el DNA de los
microorganismos presentes lo que impide la correcta replicaciéon de los mismos y finalmente, conduce a la muerte celular.
Mientras que, por otro lado, se modifica el metabolismo del fruto irradiado lo que le otorga una mayor resistencia frente al
ataque de microorganismos [53], [54].

Es importante aclarar que durante el estudio se realizaron mediciones de otros parametros tales como acidez, solidos
solubles, resistencia a la compresidn, cantidad de electrolitos liberados, contenido de fenoles totales cuyos resultados no se
presentan en este trabajo pero que ayudan a confirmar que 16 minutos de exposicién del vegetal a UV-C, contribuyen de
manera eficiente a mejorar la calidad nutricional del tomate.

3.3 CUANTIFICACION DE OXIDOREDUCTASAS

Una vez determinada la dosis y tiempo de irradiaciéon dptimos se realizaron ensayos para estudiar el comportamiento de
las enzimas peroxidasas (POX) y polifenoloxidasas (PFO) sobre muestras de tomate irradiadas durante 16 minutos con una
dosis de 4,57 kJ. s’2. m2, encontrdndose los resultados que se presentan en las figuras 7 y 8. Los datos se corresponden con
promedios realizados sobre nueve mediciones de cada uno de los pardmetros estudiados.

En todos los casos se observan diferencias significativas en la actividad enzimatica de las peroxidasas durante el periodo de
almacenamiento a temperatura ambiente en relacidn a los controles, lo que indicaria un efecto inductivo del tratamiento que
incrementa la actividad de esta enzima. El aumento de la actividad de POX se asocia con un menor grado de senescencia de
las muestras tratadas y una mayor resistencia de esta enzima a las radiaciones UV, con lo cual se lograria un efecto benéfico
agregando valor al alimento. La POX elimina el exceso de H20: producido durante el metabolismo celular evitando su
acumulacion y consiguiente dafio celular, es una enzima que tiene diferentes funciones en las plantas superiores
incrementando su actividad en respuesta al estrés.

Durante el almacenamiento, las muestras controles presentaron pérdida de la actividad de POX, en tanto que en las
muestras tratadas este valor aumenté significativamente (infoStat 2018, Test de Bonferroni, a= 0,05, p> 0,0001) a lo largo de
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todo el periodo de estudio (Figura 7), esto indicaria que la irradiacién con UV-C mantendria activo el sistema antioxidante
durante el periodo de almacenamiento.

Barka y colaboradores [55] demostraron que el incremento rdpido de especies reactivas de oxigeno después de la
irradiacién puede activar uno o mas mecanismos antioxidantes y desintoxicantes, lo cual incrementa la actividad de enzimas
peroxidasas , resultados que concuerdan con los encontrados en este estudio.

Actividad enzimatica de POX

a
a a &
a
b
b I I
I b
0 7 14 2

Almacenamiento (dias)

mCortrol mMT16

Fig. 7. Contenido de peroxidasas en tomates irradiados durante 16 minutos con UV-C y controles. Letras distintas indican
diferencias significativas.

Por otro lado, si bien el contenido de PFO fue levemente mayor en todo el periodo de estudio, no existen diferencias
significativas en relacidén a los controles a los 14 y 21 dias post-tratamiento segln se puede observar claramente en la Figura
8. Esto indicaria una complementariedad en la actividad antioxidante de PFO y mayor protagonismo de las POX en el sistema
de defensa. Se ha estudiado que esta enzima actia como primera respuesta al ataque fungico y ruptura de los tejidos vegetales,
siendo su acumulacién de importancia en la actividad antimicrobiana [56]. En general, la aplicaciéon de UV-C permitié conservar
la calidad organoléptica al ralentizar la actividad enzimatica ligada con el ablandamiento de tejidos y el pardeamiento
enzimatico.

En este sentido, estudios anteriores muestran que el melén troceado en cubos, conservé su firmeza tras el tratamiento
fotoquimico con UV-C y se corrobordé disminucion de la actividad de las enzimas PG, PME (endonucleasas y
pectinmetilesterasas, respectivamente) y se documento una reduccién de 18.5 % en la actividad de la polifenoloxidasa (PFO)
[57]. En carambola troceada (0,5 cm de espesor) [48] y hojas de lechuga [50] también se ha observado disminucién en la
actividad de la PFO.
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Fig. 8. Contenido de PFO en tomates irradiados durante 16 minutos con UV-C y controles.Letras distintas indican diferencias
significativas.

4  CONCLUSION

Es posible determinar la intensidad de la radiacién UV-C emitida por el fotorreactor y absorbida por la muestra empleando
un método actinométrico sencillo y eficiente. La dosis éptima de radiacidon que genera efectos deseables sobre las muestras
de tomates colocadas a 10 cm de distancia de las ldmparas, fue de 4,57 kJ. s*. m2 aplicada durante 16 minutos. En estas
condiciones experimentales de trabajo, se logré un incremento del contenido de carotenos en las muestras tratadas respecto
a los controles, sin embargo mayores tiempos de exposicidon generan efectos nocivos sobre el tomate tales como pérdida de
turgencia, aparicion de manchas, degradacién de carotenoides y quemaduras en la epidermis, entre otras.

Se observd que cuanto mayor es la dosis de radiacién, menor es el desarrollo de microorganismos. En lo que respecta al
recuento de hongos y levaduras, el efecto germicida de la exposicidon a UV-C se observo principalmente hacia el final del periodo
de conservacion para todos los tratamientos ensayados, observandose una menor carga de este tipo de microorganismos con
respecto a los controles.

En todos los casos existen diferencias significativas en la actividad enzimatica de las peroxidasas durante el periodo de
almacenamiento a temperatura ambiente en relacidn a los controles, lo que indicaria un efecto inductivo del tratamiento que
incrementa la actividad de esta enzima. Por otro lado, si bien el contenido de PFO fue levemente mayor en todo el periodo de
estudio, no existen diferencias significativas en relacién a los controles. Esto indicaria una complementariedad en la actividad
antioxidante de PFO y mayor protagonismo de las POX en el sistema de defensa.

Muchas investigaciones han determinado los beneficios del uso de la radiacion ultravioleta y la diversidad de aplicaciones
en la industria alimentaria principalmente sobre productos horticolas frescos y minimamente procesados. Su uso no se
encuentra asociado solo a la reduccidon microorganismos contaminantes; por el contrario considerando que cada muestra
tratada experimentara diversas respuestas ante este mecanismo de estrés tales como activacion del sistema enzimatico
antisenescencia, aumento del contenido de fenoles, carotenoides, incremento de la actividad enzimatica de POX y estabilidad
de la actividad de PFO, entre otros efectos deseables, es aconsejable ampliar los estudios sobre diferentes matrices vegetales.

Para la agroindustria, el uso de UV-C representa una posibilidad para minimizar pérdidas post-cosecha, incrementar el
contenido bioactivo de las materias primas, aumentar la actividad antioxidante y ofrecer al mercado productos estables
microbiolégicamente y con alto valor agregado. Por lo antes expuesto, se observan oportunidades interesantes de aplicacion
de UV-C en productos minimamente procesados como tratamiento combinado para retardar o evitar pardeamiento enzimatico
y alargar la vida util de los productos horticolas en general.
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