BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Influencia de las radiaciones gamma y de
microondas en las caracteristicas quimicas,
bioquimicas y mecanicas de tejidos
vegetales con especial referencia a Beta
vulgaris L.var.conditiva

Latorre, Maria Emilia

201

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Latorre, Maria Emilia. (2011). Influencia de las radiaciones gamma y de microondas en las
caracteristicas quimicas, bioquimicas y mecanicas de tejidos vegetales con especial referencia
a Beta vulgaris L.var.conditiva. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de

Buenos Aires.
Citatipo Chicago:

Latorre, Maria Emilia. "Influencia de las radiaciones gamma y de microondas en las
caracteristicas quimicas, bioquimicas y mecanicas de tejidos vegetales con especial referencia
a Beta vulgaris L.var.conditiva". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 2011.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

§' CIENCIAS EXACTAS "

€y Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Industrias

Influencia de las radiaciones gamma y de microondas en
las caracteristicas quimicas, bioquimicas y mecanic  as de
tejidos vegetales con especial referenciaa  Beta vulgaris

L.var.conditiva.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la

Universidad de Buenos Aires en el area Quimica Industrial

Maria Emilia Latorre

Director de tesis: Dra. Lia Noemi Gerschenson
Director Asistente: Dra. Ana Maria L. Rojas
Consejero de estudio: Dra. Lia Noemi Gerschenson

Buenos Aires, 2011



Influencia de las radiaciones gamma y de microondas en
las caracteristicas quimicas, bioquimicas y mecanic  as de
tejidos vegetales con especial referenciaa  Beta vulgaris

L.var.conditiva.

RESUMEN

Es reconocida la importancia del estudio de nuetemsiologias de
procesamiento con el objetivo de colaborar en lgoraede la calidad de los
alimentos y en la eficiencia de los procedimienaixrdando las necesidades e
intereses de los consumidores, la mejora de stasdyeel aumento del consumo
de productos saludables. Es sabido que duranteistigstos procesos de pre-
tratamiento y preservacion, el tejido vegetal safmmbios a nivel estructural y de
composicién, que podrian afectar las caractergstieseadas y esperadas de los
productos basados en frutihorticolas, siendo inaptes las investigaciones que
tengan la finalidad de contribuir a minimizarlos.

En esta investigacion se realizaron estudios sdéreplicacion de
radiaciones ionizantes (radiacion gamma) y no &mizs (radiacion de
microondas) sobre el tejido de raiz de remolacha @gta vulgarisL. var.

conditiva) y se analizaron los cambios quimicosgbimicos y mecéanicos a fin



de conocer la influencia de dichas tecnologiasaeralidad de los productos
basados en dicho tejido. Todo ello con el objetleocontribuir al desarrollo de

alimentos sanos y aceptados por el consumidor.

Palabras Claves: Tejido Vegetal;, Remolacha Roja; Radiacion Gamma;

Microondas.



Influence of gamma radiation and microwaves on the
chemical, biochemical and mechanical characteristic s of
vegetable tissues with special reference to Beta vulgaris

L.var.conditiva.

ABSTRACT

It is recognized the importance of studying newcpssing techniques
with the objective of deepening knowledge concegrilme improvement of food
guality and the increase of processes efficienaythis way, the needs and
interests of the consumers will be addressed tgnidirthe improvement of their
diets and the increase of healthy food consumpfiois. known that during the
pretreatment and the preservation processes, tietaldissue suffers changes at
the structural and chemical composition level; ¢helsanges might affect desired
and expected characteristics of products baseduds &nd vegetables being, as a
consequence, important to perform research thattbehinimize these effects.

In this research, there were performed studies tath@uuse of ionizing
radiations (gamma radiation) and non-ionizing radie(microwaves) for treating
redbeet root tissueBgta vulgarisL. var. conditiva) and it were analyzed the
chemical, biochemical and mechanical changes Wwelgbal of understanding the

infuence of these technologies on the quality ef phoducts developed with this



tissue. All this with the objective of contributing the development of healthy

food that will be accepted by consumers.

Key words: Vegetal Tissue; Redbeet; Gamma Radiation; Microwave
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1. INTRODUCCION GENERAL



1.1 Preservacion de alimentos: Tecnologias emergentesdN\yievas

tecnologias

La ciencia y tecnologia orientada al desarrollgprgservaciéon de los
alimentos, tiene por objetivo principal, brindarggedad y calidad de los
productos que llegan al consumidor. El uso de caldravés de los procesos
térmicos tales como el escaldado, la pasteurizatadesterilizacion, el secado y
la evaporacion, han sido y son las practicas mgdiamente empleadas en la
industria alimentaria a fin de garantizar la sedpoli microbiolégica y estabilidad

de los productos.

El crecimiento de la poblacién y la demanda de dossumidores por
alimentos seguros, nutritivos y listos para consurhia crecido y crece
exponencialmente. Por ello, la industria se ve a&mdcesidad de una mayor
velocidad de produccion, una mejora de la calidaxktgnsion de la vida util de
sus productos. Para poder cumplir con estas dermmanalaanzar los objetivos, la
ciencia y la tecnologia aplicada a los alimentogluoa sus fuerzas a mejorar las
técnicas ya existentes y poder desarrollar nueveteduologias que permitan la

Optima preservacion de alimentos.

Actualmente la preocupacion por el medio ambiemde,nterés por
disminuir el impacto ambiental de los procesos, asumevos objetivos en el

desarrollo de tecnologias de preservacion, en nésnile eficiencia energética,



reduccion de la cantidad de agua necesaria, dismimde las emisiones de gases
al ambiente, disminucion del empleo de sustanciaBnigas o solventes

organicos, entre otros.

En los dultimos tiempos, muchos desarrollos teagiots han sido
dirigidos a mejorar las operaciones unitarias tiadales aplicadas a la
preservacion asi como a la busqueda de nuevosspsodecnologicos. Estos
nuevos desarrollos podran servir para complemewtar sustituir procesos

tradicionales.

Entre estasiuevas tecnologiase encuentran aquéllas que dan lugar a los
alimentosminimamente procesaddducho se discute sobre este concepto ya que
el mismo apunta “al minimo tratamiento posible,op@nto como sea necesario”
(Butz y Tauscher, 2002) lo que involucra un conaejttierto a la comprension y

aplicacion.

De acuerdo con Vicente y Castro (2007), la apicacde nuevos
tratamientos ha adquirido mayor interés a escalasindl y ellos presentan un
importante potencial para sustituir al menos pangate, los procesos
tradicionales ya establecidos, siempre con el wbjeke la obtencion de productos
con una mejor calidad (inocuidad y valor nutricipresi como la mejora de los
procesos en términos de eficiencia (tiempo, consuteoenergia, impacto

ambiental).



Las nuevas tecnologias pueden agruparse en:

a) tratamientosno térmicos desarrollados como respuesta al interés en

productos alimenticios frescos y naturales. Derdeo estos se destacan el
ultrasonido (US); el procesamiento con alta preqiéR); pulsos de campos
eléctricos (PCE), campos magnéticos oscilantes (;M&amiento con luz UV
y radiaciones ionizantes (electrones aceleradgssrgammay) y rayos-X ). La
particularidad de estos tratamientoslasapacidad de trabajar sin producir un
aumento de la temperatura en el producto, evitamsdda degradacion de los
componentes termol4biles y permitiendo preserveacteristicas de calidad de

los productosaturaleso frescos(Pereira y Vicente, 2010).

b) tratamientogérmicos no convencionales: calentamiento 6hmico (CO)

y calentamiento dieléctrico que incluye la radiofrencia (RF) y el calentamiento
con microondas (MO). En estas tecnologias, tamia@émadastérmicas noveles
la energia de calentamiento y el aumento de la terya se generan
directamente en el interior del alimento, fendmelemominadocalentamiento
volumétrico(Venkatesh y Raghavan, 2004). Este patron com(gederacion de
calor, permite la disminucion de los tiempos dec@@mt y, en consecuencia,
presenta ventajas directas sobre los términos méerafia energética y de

calefaccion.



C) tratamientos combinados o también llamadosde barrera que

involucran la aplicacidon de diversos tratamientaditionales y no tradicionales a
fin de obtener productos con caracteristicas sigslal alimento original (Lee,
2004). La combinacion de factores, actualmente deramtoshurdles obstaculos
o barreras, ha sido aplicada para la conserva@donsdalimentos durante siglos.

Hoy se estudia la combinacion de factores paranigdr la calidad del producto.

La aplicacion de algunas de estas tecnologias gemi&s a escala
industrial presenta aun algunas limitaciones tab&so costo de inversion, control
total de variables de proceso, regulacion a nistltal, escalado. Sin embargo los
aspectos de interés, que impulsan su estudio sexli&cion del impacto sobre el
medio ambiente, la mejorar de la eficiencia ene&gét el minimizar el uso de
recursos no-renovables junto, desde ya, con langacion de la calidad de los

alimentos.



1.1.2 Principios generales de los tratamientos noérimicos, térmicos y

combinados

1.1.2.1Tratamientos no térmicos

El términono térmicose utiliza a menudo para designar a las tecndogia
que son eficaces a temperatura ambiente 0 subdetglara inactivar

microorganismos (Butz y Tauscher, 2002).

< Ultrasonido (US): Utiliza ondas ultrasonicas, semejantes aola$as
sonoras con frecuencias de 20 kHz o mayores. Ppracesamiento de alimentos
se aplican frecuencias mayores a 2,5 MHz, capaegsratucir disrupcion del
tejido, crear emulsiones o promover a reaccionesiqgas (Fellows, 2000). En el
interior de la matriz la generacion de una burlogaas en medio liquido produce
cambios rapidos de presion y temperatura que caudidnupcion y
adelgazamiento de las membranas, calentamientougunt generacion de

radicales libres.

<~ Altas Presione$AP): Se someten los materiales a presiones geepu
ir desde 100 a 1.000 MPa. La presion se aplicaa®em uniforme e instantanea
a través del alimento (con o sin empaque), indepatemente de su masa, forma

y composicion. Bajo altas presiones, las biomobscgumplen el principio de Le

10



Chitelier-Braun y las reacciones ocurren debido aeldueccion del volumen

(Hendrickx y col., 1998).

<> Pulsos de Campos Eléctricd®CE): Aplicacion de pulsos de alta
tension (de 20 a 80 kV) entregados al productosgukalla ubicado entre un par
de electrodos. El pulso, causado por la descargaelgia eléctrica, fluye a través
del alimento por un periodo muy corto de tiempd@D-us). El pulso de alto
voltaje eléctrico genera un potencial a través a@emembrana celular; la
polarizacion de la membrana celular conduce finatma la ruptura de la misma

(Butz y Tauscher, 2002).

<- Campos Magnéticos OscilantéGMO): utilizan una fuerza de campo
gue va desde 5 a 50 Tesla, capaces de inactivaélialas en estado vegetativo,
pero sin efectos sobre esporas y enzimas. El puiede ir de 1Qus a varios ms.
La frecuencia maxima utilizada es de 500 MHz y ai&s de ésta se produce un

calentamiento no deseado (Butz y Tauscher, 2002).

< Luz Ultravioleta (UV): La porcion ultravioleta del espectro
electromagnético varia aproximadamente entre 1@00ynm, sin embargo los
efectos inducidos por las radiaciones UV se prodecela zona déJV-C o “UV
lejano”. Las longitudes de onda especificas y resgaes de este tratamiento se
sittan entre 200-280 nm con una longitud de ondaimaade 254 nm. La

Figural.l muestra y amplia las zonas de A, B, C y Vaciaae$o UV.

11



RAYOS COS-
Micos

RAYOS GAMMA

ULTRAVIOLETA

VISIBLE

INFRARRC.JO

—

RAYOS-X EFECTO GER-

MICIDA

QUEMADURAS
DE PIEL

LUZ NEGRA VISIBLE

100 nm 200 nm & 2B0Onm 315 nm 400 nm

UV VACIO uv-C uv-B UV- A

Figura 1.1 Espectro electromagnético, ampliacion de las reghd, discriminacion de
las zonas UV-VacidJV-C, UV-B y UV-A. (Adaptacion, Rivera-Pastrana y c@Q007).

Durante los tratamientos con UV-C los productagtitiorticolas son
expuestos por un cierto periodo de tiempo a lascmhes UV (a la longitud de
onda de maxima 254 nm). La luz UV a bajas dosiegenliversos efectos
benéficos, tales como induccion de resistencia farmedades, retraso de la
maduracion y mejora de atributos que aportan ungpnlidad a los productos
(Charles y col., 2005; Charles y col.,, 2008). Lyckg980) propuso un
mecanismo denominado dwrmesis donde bajas dosis de rayos UV pueden
causar dafos sobre el ADN y leves heridas en lgdose activando en
consecuencia mecanismos de reparacion. La activa@bsistema de defensas
del tejido se pone en marcha y algunos compuesies tomo las enzimas
antifingicas, tienen un efecto directo y/o sinérgen la inactivacion de los

microorganismaos.

12



<> Radiaciones lonizante®l): Existen diferentes fuentes productoras de

radiaciones ionizantes; los rayos gamgaitidas por isétopos radiactivos tales
como °°Co, *'Cs; los electrones acelerados o particulas ity {os rayos X
(electrones de alta velocidad originados en elriotede un tubo de vacio
mediante bombardeo de rayos catddicos). Los rayog PAyos gamma son
radiaciones electromagnéticas de muy baja longlaudnda (1810 m) y alta
frecuencia (18 a 16? Hz). Las radiaciones ionizantes poseen elevadegiene
(0,1 a 10 MeV). La irradiacion consiste en expalgsroducto a la accion de las
radiaciones ionizantes durante un cierto periodtemepo que es proporcional a
la cantidad de energia que se desea que el alimbstoba. Se define cordosis

a la cantidad de energia absorbida por unidad da oha producto y la unidad de
dosis es el Gray que corresponde a un Joule dgiarasorbida por kilo de masa
irradiada (Farkas, 2006). Para el procesamientoalimentos, se utilizan
electrones acelerados o rayos gamma debido al admstmsiado alto de la
aplicacion de rayos X. Excepto por las difereneiasl| poder de penetracion, los
efectos logrados en los alimentos son equivaleritaspenetrabilidad de la
radiacion varia de forma inversamente proporcienkl energia. Los electrones
acelerados usados poseen alta energia (10 MeMaypbaetrabilidad (3,9 cm) a
diferencia de los rayos gamma que poseen menogianCo: 1,17-1,33 MeV:;
13%cs: 0,66 MeV) y mayor alcance, siendo eficaces &meatos hasta

profundidades de 20 cm (Farkas, 2006).

13



Las radiaciones ionizantes absorbidas producen sd&fio los acidos
nucleicos (ARN-ADN) de las células vivas en fornigcta o indirecta (a través
de los radicales oxidativos originados mayoritagata por la radiolisis delJ@).

El dafio producido por la dosis absorbida, en ldsla® de los distintos
microorganismos e insectos puede conducir a suingloion o prevenir su
reproduccion. En tejidos vegetales, bajasis pueden causar dafios sobre el ADN
y leves heridas en los tejidos activando, en caeseta, los mecanismos de

reparacion de estos (Thayer, 1990)

1.1.2.2Tratamientos térmicos

<~ Calentamiento Dieléctrico La interaccion entre un campo
electromagnético alterno aplicado con los dipolagangas idnicas presentes en la
matriz alimentaria, produce la conversion de eeeigctromagnética en energia
térmica debido a la interaccion directa de la @draincidente con las moléculas
del material permitiendo asi el calentamiento enpedducto, denominado
calentamiento volumétricqVenkatesh y Raghavan, 2004). Los sistemas de
RadiofrecuencidRF) yMicroondas(MO) operan bajo este principio obligando a
las moléculas polares, tales como el agua y adpscees ionicas, a alinearse
constantemente con el campo eléctrico que se emauexdeando el producto. El
movimiento de las moléculas es muy rapido y taasoRF como las MO operan
en la regidn del espectro electromagnético quelteesen el calentamiento

dieléctrico. Las RF se ubican en la zona de fredasrde 3 kHz a 300 MHz y las
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MO se ubican entre 300 MHz-300 GHz, siendo lasuigacias mas empleadas

915 MHz y 2,45 GHz (Ramaswamy y Tang, 2008).

Las MO son consideradas radiaciones no ionizaygegue la energia
emitida no es suficiente para romper uniones quasnitieddleson y Doores,
1994; Wathey y col., 2002; Piyasena y col., 200&a0y col, 2005). En las MO
el fendmeno de radiacion tiene lugar en una cavegachda o muy préoxima a un

aplicador de onda como el caso de los tuneles tindles (Piyasena y col, 2003).

< Calentamiento OhmicgCO): Es llevado a cabo mediante el uso de
resistencia eléctrica o calefaccién por electrodoeonion. El calentamiento se
produce cuando una corriente eléctrica alterna paseavés de un alimento
resultando asi en la generacion interna de cadtidd a la resistencia eléctrica de

los mismos (de Alwis y Fryer, 1990).

1.1.2.3Tratamientos combinados

Los métodos combinados actuan afectando diveesxisrés que influyen
sobre la supervivencia y/o el crecimiento de losragrganismos indeseados. El
concepto de tecnologias de obstaculos o barresasdb introducido por Leistner
y Gorris (1995) para definir la aplicacidon combinaeafactores a fin de conservar
un alimento. Existen numerosos factores de barmgrasse han utilizado durante

siglos para la conservacion de alimentos, entrarlas importantes se pueden
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citar las altas y bajas temperaturas, reduccionackevidad de agua (3
incremento de acidez (pH), cambio del potencialoxedEh), inclusién de
microorganismos competitivos y agregado de consgsajuimicosUna elevada
intensidad o concentracion de cualquiera de lagizar podria afectar de manera
indeseada la calidad de los alimentos (ej.: pérd@lautrientes, textura, color).
Actualmente se suman a estas barreras las nuevedogias (altas presiones, luz

UV, radiaciones ionizantes, campo eléctrico pulsatios).

El tratamiento combinado o de barrera se basa asn réspuestas
homeostéticas de los microorganismos frente a extde estrés. Todas estas
respuestas homeostaticas requieren que las c@asisn energia. Es de interés
comprender las interacciones entre los diferentetdoulos o barreras en las
diversas matrices, hallar el orden e intensidacwato de cada uno para poder
alcanzar la seguridad microbioldgica y la estabdidal producto, optimizando la

calidad del alimento.
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1.2 Pared celular de los tejidos vegetales

La pared celular en su conjunto, laminilla medaredes primaria y
secundaria y membrana celular o plasmalema, saroloponentes principales de
los tejidos vegetales, constituyenblasede estos y juegan un papel fundamental
en la determinacién de las caracteristicas sets®rige los alimentos de origen
vegetal. Las propiedades quimicas, fisicas, biomgagny mecanicas de estos
componentes, juegan un rol importante sobre logcisp decalidad de los
productos frutihorticolas. Muchos de ellos son @dosaa través de la experiencia
del consumo y se ponen en juego al evaluar el ctaaiextura y el flavor. De
acuerdo a Rodriguez y col. (2006) las propiedadesidnales estan influenciadas
por lafibra dietariaque contribuye ademas, en la prevencion de entiades, en

el control del transito intestinal, en la dismirarcdel nivel de glucosa en sangre.

Hoy, nuevas tecnologias de preservacion y elalioraon aplicadas a los
tejidos vegetales a fin optimizar su calidad. Lencia de los alimentos a su vez,
investiga para comprender los cambios y modificaesoque se producen en los
principales componentes de la pared celular déejatos al aplicar estas nuevas

técnicas ya que podrian afectar los aspectos akadalel producto final.
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1.2.1 Estructura y composicion quimica de pared aglar

Desde el punto de vista fisiolégico, la pared leglesta intimamente
ligada con la mayoria de las actividades de dd&arregulacion del crecimiento,
division celular, sefalizacion y transporte de ieates, almacenamiento de
reservas y proteccion contra organismos exterrfastgres de medio ambiente o
de estrés. Ademas proporciona la funcién de sostiemma de las células. La
composicion quimica de la pared celular difierereeds o6rganos vegetales; la
complejidad aparente del tipo de células en cgdbteegetal se puede observar
a partir de las diferencias de las células merigtieas. La division del nucleo de
las células meristematicas es seguido por la fadmage una tabique o pared
celular, donde las pectinas y sus sales de cacaepositan en la pared de cada
una de las células hijas para formar una capa damtenintercelular conocida
como la laminilla media. Seguido por la deposicitin celulosa, hemicelulosa,
polisacéaridos pécticos adicionales, glicoproteinaeteoglicanos y compuestos
fendlicos para formar la pared principal o primatia deposicion de todos los
polimeros en la pared se lleva a cabo de maneraipagia y controlada (Brett y
Waldron, 1996). Las células de tejidos jovenes yadenayoria de los tejidos
frutihorticolas poseen solamente pared primariaaOtélulas al finalizar su
crecimiento, alcanzando su madurez, desarrollg@aided secundaria (interna a la

pared primaria) que no permite el crecimiento elul
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Las caracteristicas de composicion de la paredlacelreflejan la
diversidad de las propiedades funcionales en lteyedites niveles jerarquicos
(Figura 1.2). A nivel celular, la composicion quimica y bioou¢a difiere a lo
largo de la pared y sus componentes refieren ardegos estructurales. La
jerarquia de los niveles de organizacion en lasdes celulares se encuentra por
encima de los polimeros aislados. La jerarquiaiestral esta fuertemente ligada
a la composicion de la pared, sus componentesaafatitectamente sobre las
propiedades fisicas y mecanicas del tejido y prasemba gran importancia en el

estudio de productos frutihorticolas derivados.

Las jerarquias estructurales de los tejidos vesgetdigura 1.2)
estudiadas por Waldron y col. (1997b), permitenniifiear cinco niveles,
comenzando por los polimeros que conforman la peekdar; la consistencia de
estos se refleja en la fuerza, forma y tamafo dealed celular. El tejido
constituido por dichas células se encuentra formaadte de uno de los érganos
del vegetal. Este modelo jerarquico propuesto gerrsomprender que las
caracteristicas de calidad de los productos frrtitwas y la estructura de los
tejidos estan fuertemente ligados. Los 6rganos sbtiohes de las plantas (frutos,
hojas, semillas, raices, tronco) se encuentranoemds alto de las jerarquias
descriptas en |&igura 1.2. Las propiedades globales de cada uno dependeran d
las caracteristicas integradas de los niveles mjas bda la estructura los cuales

pueden verse modificados por eventos fisiologicae @rocesamientos durante
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toda la cadena alimentaria (Waldron y col., 20083has alteraciones pueden ser

estudiadas en cualquiera de las jerarquias merm@sna

Estructura general y propiedades

mecanicas Parametros

de Calidad

Adhesién célula-célula,
(estructura de tejido)

Interaccion de contenido

celular (dimensién de la
@D célula, transporte)

Uniones y arreglos
espaciales.

(espesor, fuerza, solidez,
Pared Celular ) adhesividad)

Estructura quimica |

(reologia, propiedades
Polimeros funcionales)

Figura 1.2 Jerarquias estructurales. Adaptacion de Waldiemi.y(1997b) y Waldron y
col. (2003).

La pared celular es una capa rigida que se lacaliz el exterior de la
membrana celular o plasmalenfagura 1.3). En las células viables, la pared
celular protege el contenido celular, da rigidela astructura, funciona como
mediadora en todas las relaciones de la célulaetoentorno y actia como
compartimento celular. Los componentes principdieda pared celular son el
agua, las pectinas, las hemicelulosas y la celudmamas las proteinas, la lignina
y otros compuestos fendlicos que también puedeaneptesentes (Brett y

Waldron, 1996; Waldron y col., 2003).
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Figura 1.3- Microscopia de pared primaria de células parengticas del tallo de
chayota o chayoter@echium edu)e Adaptacion Kovacs y Keresztes (2002).

En las células de los tejidos vegetales la paredapia, relativamente
rigida, se desarrolla en todo el protoplasma extexi plasmalema. Esta pared
primaria esta constituida por una estructura basenigrofibrillas de celulosa y
una matriz de polisacéaridos. Las células contigistén separadas por la laminilla
media (de 0,1 a 0,2 micrones de espesor), comsgitpor pectinas amorfas y
iones de calcio asociados y su funcion principahastener a las células unidas.
La degradaciéon de las sustancias pécticas y langlaidn de los iones de calcio

conducen, por lo general, a la separacion de &lula

Los tejidos comestibles suelen contener pequeéatdades de pared
celular secundaria lignificadas. Esta pared sdksta dentro de la pared primaria
una vez que la expansion celular se ha completaddefsson y col., 2006). La
formacion de esta pared secundaria, desarrolladantdurel envejecimiento
celular, va acompafada de cambios como la ligamificeen la laminilla media y

pared primaria (Brett y Waldron, 1996). En las pdarecelulares lignificadas, la
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concentracion de lignina se ve aumentada en lanildanimedia y pared celular
primaria, pero en menor proporcion respecto amdéidad total de lignina presente

en las paredes secundarias cuyo grosor es muchar iag 3 micrones).

Los nuevos modelos consideran a la pared celdarocun sistema
integrado, organizado, dinamico (Talbott y Ray, 19@&rpita y Gibeaut, 1993) y
se podria concebir a la pared celular como trasiagtas independientes, pero
con dominios relacionados entre si. Segun Carpi@ibgaut (1993) el primer
dominio constituido por la red celulosa-hemicelalogsta integrado en un
segundo dominio formado por una matriz de sustarmeaticas.Kigura 1.4). El
tercer dominio (no observable en la figura) se comepde proteinas estructurales,

orientadas de forma radial dentro de la matrizdeared celular.
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Figura 1.4-Esquema representativo del sistema integradoosaltiiemicelulosa junto a
la matriz de sustancias pécticas, de la pared pérda tejidos vegetales. Adaptacion
Carpita y Gibeaut (1993).

Los polisacaridos de la pared celular estan comgsiegor diversos
azucares, que pueden vincularse a través de unmenariedad de formas. A

continuacion veremos los més importantes:

Celulosa: polimero lineal simple formado por unidades de llzgsa
(Glu) unidas por enlaces glucosidiqgd—4), presente en las paredes primarias
con un grado de polimerizacion entre 2.000-6.00@lades y en las paredes
secundarias con un grado de polimerizacion entré®00012.000 unidades
(MacDougall y Selvendran, 2001). La unidad basegetitiva es la celobiosa; su
funcién es mantener la rigidez de la pared cel@arla disposicion espacial, los
polimeros de glucosa estan empaquetados formandwtgnial fibrilar cristalino,

y se forman fuertes enlaces puente de hidrégers atintramoleculares que
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hacen a la celulosa insoluble. Una proporcion &gativa de la celulosa de la

pared celular esta presente en una forma cristalatea, en estado amorfo.

Hemicelulosa polisacaridos no celulésicos muy heterogéneosn So
polisacéaridos neutros constituidos principalmenteymdades de glucosa, xilosa
manosa y galactosa. En general se clasifican sebgmmincipal residuo de la
cadena: xilanos, mananos, glucanos, galactanosniiéa pueden encontrarse
tales como: glucuronoxilanos, arabinoxilanos, gluaoamos, galactomananos,
galactoglucomananos y xiloglucanos (Waldron y c@D03). El polisacarido
predominante es capaz de formar uniones puente dedgkno con las

microfibrillas de celulosa (Carpita y Gibeaut, 199&aldron y col., 2003).

Sustancias PécticaskEl principal residuo de azucar encontrado en las
pectinas es el acido D-galacturonico (GalA), ureecdion de éste se encuentra
generalmente esterificada con metanol. Otros ag@iceomunmente presentes
incluyen L-ramnosa (Rha), L-arabinosa (Ara), D-galaa (Gal), en menor
cantidad D-xilosa (Xil) y otros monosacaridos. Eengral, tres tipos de
componentes pécticos han sido descriptos y estslidols homogalacturonanos
(HG) y ramnogalacturonano tipo | (RGI) y ramnogalagnano tipo 1l (RGII).
Las pectinas conformabloquesde polimeros y se han descriptos los bloques
lineales de HG (regiones lisas) y regiones ranid@saconstituidas por bloques de

ramnogalacturonanos con cadenas laterales neditnass( 1984).

24



También estan presenteoteinas que pueden clasificarse en dos grupos,
las proteinaduncionales(enzimas) y las proteinas d@sstructura Las enzimas
presentan un amplio rango de funciones asociadatesarrollo, crecimiento,
proceso madurativo, senescencia y post-cosechatgjidb. Las proteinas
estructurales de la pared, son en su mayoria giteipas que contienen cadenas
laterales de carbohidratos sobre ciertos aminosacidén grupo comun de
proteinas celulares se caracterizan por la aburaadel aminoacido
hidroxiprolina. La extensina proteina estructural gared celular puede formar
enlaces covalentes con otras moléculas de extemsimavés del aminoacido
tirosina (Tyr), envolviendo otros constituyentes lkde pared celular lo que
contribuye a la cohesion de la misma. (Showalt@®31 Sommer-Knudsen y col.,

1998).

Los compuestogendlicos se encuentran presentes frecuentemente en la
pared celular y pueden dividirse en dos clasespdgoritaria forma ldignina
(cadena fendlica, producto de uniones oxidativaiedanoles). La segunda clase
corresponde a esteres fendlicos unidos a polisisade la pared celular, que
pueden ser utilizados para generar uniones coealenediadas por la accion de

la enzima peroxidasa (Brett y Waldron, 1996).
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1.2.2Propiedades fisicas y mecanicas

Ademas de los componentes de pared celular, Boprele turgor y las
propiedades mecanicas de los tejidos también tianeefecto directo sobre los
parametros de la calidad de los tejidos vegetdlas Buren, 1979Waldron vy
col.,1997 b; Ng y col.,1998 b) siendo la textura undodeatributos de calidad de

mayor interes.

1.2.2.1 Presion de turgor

Es la presion hidrostatica ejercida por el liquidtracelular sobre la
membrana de las células, que poseen la propiedadedsemipermeable
permitiendo el proceso de 6smosis. La rigidez judmsidad de los vegetales han
sido atribuidas al turgor de las células (Bourrg#8). Las membranas celulares
presentan una escasa resistencia mecanica, migaogda pared celular debido a
su elasticidad es capaz de presentar resisterscpoytar la presion ejercida por el
liquido intracelular. llker y Szczesniak (1990)nheugerido que la relacion entre
las resistencias mecanicas de la pared celular hnanilla media, influye
directamente sobre la percepcion sensorial durbntmasticacion del tejido
vegetal. La presion de turgor tiene un efecto thresobre las caracteristicas
reologicas y texturales de los tejidos vegetaledk(l col., 1958; Nilsson y col.,

1958; Philip, 1958; Lin y Pitt, 1986).
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1.2.2.2 Comportamiento mecanico

El comportamiento mecéanico de los tejidos vegstplesenta una fuerte
dependencia con la geometria celular y la presiotudmr. Las caracteristicas
particulares (composicion y estructura de la pareldlar) de las celulas que
conforman el tejido también influyen en el comparitento mecanico de estos
(Lin y Pitt, 1986). En el estudio del comportamemhecanico de los tejidos
vivos, es importante conecer el modulo de elastitde las paredes célulares y la

magnitud de la presion internas de las células.

El conocimeineto del modulo elastico, obtenido aeclirva de tension-
deformacion de un tejido vegetal, no es suficiepgra caracterizar las
propiedades del material. Si bien la deformaciamrecen los sélidos y el flujo en
el material liquido, los alimentos con comportartoeviscoelastico son aquellos
que presentan simultaneamente caracteristicas asgo®lasticas. Los tejidos
vegetales responden a este comportamiento, mostesmgeneral, una disipacion
gradual del esfuerzo cuando son sometidos a uly@uagacompresion-relajacion,

acercandose a un valor asintético de equilibrielearempo (Steffe, 1996).

El uso de modelos mecanicos permite obtener irdoidn acerca del
comportamiento viscoelastico de los alimentos. £stmwdelos se construyen a
partir de la combinacién, mas o menos complej&lementos solidos de Hooke

representados por un resorte y elementos viscegmesentados por un sistema
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eémbolo-piston. Los modelos mas conocidos son eleinode Maxwell Figura
1.5A) y el modelo de KelvinKigura 1.5B). Las analogias de Maxwell y Kelvin
describen el comportamiento viscoelastico como l@mento viscoso y otro

elastico dispuestos en serie 0 en paralelo, raspeainte.

A B

Kelvin

LLL L

Maxwell

Figura 1.5 Modelos de comportamientos viscoelastig@smodelo de Maxwell
(elementos en serie)(B) modelo de Kelvin (elementos en paralelo). Adapide&Steffe
(1996).

La mayoria de los materiales viscoelasticos idosi los materiales
bioldgicos, no relajan el esfuerzo con una velatidaiforme sino que lo hacen en
distintas etapas con tiempos caracteristicos @gaosbn diferentes. El modelo de

Maxwell generalizado se puede observar estleacion 1.1
n
Fo =F. +Z FlexpC-t/n) 11
—

Este modelo, ha permitido describir de manera adkcula respuesta del
tejido vegetal frente al ensayo de relajacion délexzo (Lin y Pitt, 1986; Llano y

col., 2003; Sajnin y col.2003).
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1.2.3 Aspectos nutricionales y funcionales de los compames de pared

celular

En 1953, Hipsley utilizé por primera vez el contcegiefibra dietaria para
designar a los componentes no digeribles de ladpeetular de los tejidos
vegetales. Entre 1972 y 1976, el estudio ddidea dietaria se amplié y se
desarrollaron una serie de hipotesis sobre susosfen la salud. Actualmente
existe una gran discusion asociada al concepfdedietaria, pero el concepto
mas utilizado y aceptado es el definido por Trowaedbl. (1976) el ctal considera
fibra dietaria al remanente de las células vegetales (paredacelgle no es
hidrolizado durante la digestion por las enzimass@ntes en el organismo del
hombre y cuyos componentes son celulosa, hemisalypectinas, lignina, gomas
y ceras. Sin embargo Mongeau y col. (1999) hanrnmfolo que un material
vegetal se puede definir corfibra dietaria, si se trata de las paredes celulares de
dichos tejidos, que mantienen intacta su estrucjurse pueden determinar
mediante el uso de métodos oficiales de analissAierican Association of
Cereal Chemists (AACC) en el 2001 adoptdé como darfin defibra dietaria a
las partes comestibles de las plantas o carbobgleatalogos, que son resistentes
a la digestion y absorcion en el intestino delgatll ser humano con

fermentacion total o parcial en el intestino grueso.

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) indica en drticulo 1385

modificado en el 2008 que; “Se entiende por Fiblaméntaria a cualquier
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material comestible que no sea hidrolizado porl@amas enddgenas del tracto
digestivo humano. Incluye polisacaridos no almiduegtinas, almidon resistente,
inulina, oligofructosa, polidextrosa, maltodextsna resistentes, fructo-

oligosacaridos (FOS), galacto-oligosacaridos (G@@)s-galactooligosacaridos

(TOS) y todos los que en el futuro incorpore laokiglad Sanitaria Nacional”.
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1.3 Tejido de remolacha roja Beta vulgaris L. var conditiva)

La remolacha Keta vulgarisL.) es una planta perteneciente al orden
Cariofilales Caryophyllales) familia de las Amarantaceag\njaranthaceage
subfamilia Quenopodioidea€lienopodioidede géneroBeta especieB.vulgaris.

Su nombre nominal eBeta vulgarisL. Existen numerosas variedades de la
especie, una es la conditiva que correspondearlalacha roja comestible. Otra
variedad se carcateriza por tener raices poco saggs y es IB.vulgarisL. var.
cicla, la cual tiene muy desarrolladao el nerviaimg es conocida como acelga.
B.vulgarisL. var conditiva Figura 1.6) posee raices muy engrosada3 ¢m de
diametro) y se conoce como remolacha comestibégglgicaracteristico el color

rojo de sus raices.

Figura 1.6. Beta vulgarisL. var conditiva
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Las remolachas rojas en el mercado, se pueden esctescas (hojas y

raices) 0 en conserva (al natural, cocida, agrdalen vinagre). La remolacha de

mesa que se adquiere en fresco permanece en eddodoral durante todo el

afo. No obstante, la mejor época para su consumdéosaneses no invernales,

periodo donde la productivad es mayor (vabla 1.1).

En nuestro pais la produccion anual comercializattavés del mercado

central es de 5.200 Trdbla 1.1) de raiz de remolacha roja frescas (hojas y

raices).

Tabla 1.1DMA-Area Mercados de Hortalizas s/datos Mercadot@éBuenos Aires).

INGRESOS MENSUALES (En Tn.)

ANO Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic
1999 579,6 453,3 4911 413, 4159 4329 44%0 3503, 573,1 547,3 591,8 659,3
2000 593,5 4825 587,6 470, 4197 3334 319,0 6427,574,5 710,9 572,9 542,72
2001 503,6 347,1 292,3 333, 3759 385,2 351,3 8501, 472,9 533,8 494,1 401,1
2002 4245 375,2 353,3 314,2 2762 2457 2942 7307, 449,6 511,2 515,8 536,9
2003 4445 287,2 279,3 303, 335,6 311 284,8 28,7350 575,8 559,9 454,4)
2004 441,1 416,5 493,8 413, 361,9 3743 3725 8466, 434,1 610,8 529,3 491,3
2005 437,6 384,4 458,7| 437, 37056 360 358 381,3 4,543 449,7 556,1 530,9
2006 510,1 405,9 403,7| 406, 445,8 3979 443.,4 7354, 405,5 s/d s/d s/d
2007 497,2 395,2 4435 407, 3344 337,5 347,3 1210, 373,5 583,5 556 4934
2008 526,5 451,8 345 419,3 374,6 342(4 447.6 493,%19,8 507,2 443 481,2]
2009 500,5 526,1 479, 482, 398,6 356,8 337,1 8387, 461,3 541,3 500,6 4519
2010 379,40 343,60 353,0 369,1 415,70 358,52 4853, 397,99 496,400 449,78 440,18 386,00
PROM. | 486,51| 40573 41508 397,36 37707 35297 ,886R 392,89| 461,27 547,39 523,46 49350

Fuente: DMA-Area Mcdos de Hortalizas s/datos MCBA
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Las raices de remolacha roja presentan un cowotesighificativo de
vitamina C. Ademas, son fuente de folatos, fibetatia (soluble e insoluble) y
antioxidantes. Esta entre los vegetales mas dulebsdo a su contenido de

azucar.

Todos los pigmentos bioldgicos absorben selecevaenciertas longitudes
de onda de la luz y reflejan otros. La luz abs@lpdede ser usada por la planta
para proveer energia para la ocurrencia de reaxiquimicas mientras que las
longitudes de onda reflejadas determinan el catored cual el pigmento se va a
expresar para los ojos del consumidor. Las betdadeBeta vulgarisL. var.
conditiva son pigmentos que contienen nitrégenlydes en agua y que derivan
de la tirosina, encontrandose solo en un numerdaliim de linajes vegetales,
especialmente en plantas que pertenecen al orddasdgaryophyllales( por
ejemplo, en la FamilidAmaranthaceaey en el género fungal de l@gnanitae
Hygrocybe (Gandia-Herrero y col.,, 2005). Todos los pigmenbetalainicos
contienen acido betalamico como el cromoforo y attdomo sefales visibles
para atraer insectos, pajaros y animales para lmagadn y dispersion de
semillas. Ellos también protegen a las plantas adedafios causados por la
radiacion UV y la luz visible (Yoshikazu y col.,, Z)0 Dependiendo de la
naturaleza del residuo agregado al acido betalanasobetalainas pueden ser
clasificadas en betacianinas o betaxantinas. L&ascibainas exhiben una
coloracion rojo/violeta mientras que las betaxastiexhiben una coloracion

amarillo/naranja. Las betalainas estan localizagtasdiferentes partes de las
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plantas, en raices, frutas y flores (Kujala y c2000; Gandia-Herrero y col.,
2005). De acuerdo con Herbach y col. (2004), cdecd% (en base seca) de las
raices frescas estan constituidas por betalaiB@say90% del pigmento total en
remolacha roja, puede ser atribuido a las beta@anfundamentalmente betanina
y su isébmero isobetanina, siendo el resto betamigirebetanina y sus isomeros
de C-15 (Knuthsen, 1981). También se encuentraseptes pero en una cantidad
menor, las betaxantinas, siendo la vulgaraxantiaarias representativa (Kujala y
col.,, 2000). Como muchos otros pigmentos naturdées,betalainas son muy
sensibles al calor, luz y oxidacion, especialmdateausada por la actividad de la
peroxidasa (POX), la cual es una de las mas inmtedaausas de decoloracion de
pigmentos. En laFigura 1.7 se muestran las estructuras quimicas de la

betacianina y betaxantina.

Por otro lado el jugo concentrado de remolachambién utilizado como
aditivo alimentario, con funcién de colorante palamentos (E162). En la
Argentina, su uso es permitido por el Codigo Alitaeio Argentino (CAA) en el

articulo 1324.
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Figura 1.7 Estructuras quimicas del &cido betalanfisp betaxantingB) y betacianina
(C). Adaptacion de Herbach y col. (2006).

Estos pigmentos, presentes en la remolacha Bgé#a (vulgarisL. var

conditiva) presentan actividad antioxidante. Vingarol (1998) han ranqueado al

extracto de la remolacha como uno de los diez atggetie mayor potencialidad

respecto a su poder antioxidante. Los autores m@inado que tanto el jugo de

remolacha roja como otros productos de éstasnsnsorporados con regularidad

en la dieta, pueden proporcionar la proteccion reortiertos desérdenes

oxidativos causados por el estrés, aumentandoegéspor este tejido.
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Distintas enzimas se encuentran presentes en jldesteregetales tales
como los de raiz de remolacha. En el caso de &xjprsa y polifenol oxidasa, su
actividad puede producir deterioro de la calidadrdig@ de color, textura,
nutrientes), lo cual se controla con distintasagstjias tales como el escaldado.
En el caso de la pectinmetilesterasa, un tratamianbajas temperaturas puede
exaltar su actividad favoreciendo la demetilacida formacion de puentes calcio
entre moléculas de pectina lo cual puede contréwina mejora de la textura de
tejidos (Llano y col., 2003). La enzima fenilalani@m@onio-liasa, por otra parte,
contribuye a la biosintesis de compuestos fenojcate este modo, ayuda a la

defensa de los tejidos frente a dafios externosaldaa, 2005).
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2. OBJETIVOS
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» Contribuir al desarrollo de alimentos sanos y tiuts, que sean
aceptados por el consumidor por su adecuada fualgead y aptitud

organoléptica.

» Contribuir en la busqueda y optimizacion de prosasvolucrados en la

industria de preservacion de alimentos de origgetat

» Contribuir al desarrollo y empleo de nuevos tragamos de preservacion

de productos frutihorticolas.

» Determinar el efecto de bajas dosis de radiacannga (1 y 2 kGy) en
las caracteristicas del tejido de raiz de remolaojsapara evaluar la posibilidad
de utilizar la radiacion ionizante como uno de fastores combinados para

prolongar la vida util de dichos tejidos.

» Evaluar la inactivacion de peroxidasa y polifengidasa en tejido de

raiz de remolacha roja por métodos tradicionalesryescaldado por microondas.

» Estudiar el efecto de la aplicacion de radiacioimszantes y no-
ionizantes, sobre las caracteristicas del tejidgeta¢ Beta vulgaris L.var
conditiva), analizando los cambios quimicos, biogods, estructurales y
mecanicos ocurridos. Y vincular los cambios en d&uetura y composicion

quimica con la textura y el color del tejido de odgcha roja tratado.
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3. MATERIALES Y METODOS

GENERALES
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3.1 Preparacion de las muestras

Las raices de remolacha ropefa vulgarisL. var. conditiva), cosechadas
en Argentina Figura 3.1) obtenidas en el mercado local, fueron lavadas
cuidadosamente con agua corriente, peladas y esrad cilindros de 10 mm de
espesor y 15 mm de diametro. Los especimenes sardona 5-7 mm de la
periferia siendo descartados, ademas, los extrexmosriores e inferiores de la

raiz. Para adquirir dicha geometria se utilizéagabocado de acero inoxidable.

Figura 3.1 Tejido fresco de raiz de remolacha roja, lavada fmposterior obtencion de

las muestras.
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Dichos cilindros obtenidos a partir del tejido resde raiz de remolacha

sistema control correpondiente.

roja (Beta vulgarisL. var conditiva) fueron las muestras empleadas pa
evaluacion del efecto de las radiaciones gammaatamiento de escaldado por
radiacion de microondas o el tratamiento de esdalgar inmersion en agua a 90

°C. Un grupo de cilindros se dejo sin tratar enaceakso, constituyendo estos el

En la Figura 3.2 se muestra el diagrama de flujo correspondiente al

Sin
Tratamiento

!

Control

Figura 3.2 Diagrama de flujo para la preparacion de muestsastyatamiento.

esquema de preparacion y tratamiento de las maestra

Lavado
Pelado
| Residuos
Corte (pencas, hojas, extremos superior
e inferior y capas externas-5mm-
l de tejido de remolacha)
cilindros
» | Tratamiento
Radiacion Radiacién de || Escaldado en
gamma microondas agua 90°C
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3.2 Andlisis quimicos, bioguimicos y funcionales

Los especimenes de remolacha, control y tratadesori: (1) utilizados
para determinar cambios bioquimicos (actividadegwticas), color y contenido
de pigmentos, comportamiento mecanico (ensayos deigry compresion y
compresion-relajacion) y estructurales del tejidmicfoscopia Optica y
microscopia electrénica de transmision)2y utilizados para la obtencion del
material de pared celular, residuo insoluble ewotat (RIA). Dicho residuo fue
luego utilizado(i) para determinar el contenido de lignina, celul¢sdratos de
carbono totales no celuldsicos, acidos urdnicaadarde metilacion y grado de
acetilacion de pectinas, contenido de proteinas meldad; (i) extraer y
cuantificar el contenido de fenoldsi) caracterizar por extracciones secuenciales
a los polimeros de pared celulaiy) analisis por espectrocopia infrarroja con

transformada de Fourier (FTIR).

Todos los reactivos utilizados en los andlisisduete calidad pro-analisis
(p.a), a menos que se aclare lo contrario. Pgreefgaracion de todos los reactivos
utilizados en los analisis bigquimicos y quimicasuslizé agua deionizada (Milli-

QTM)-

Todas las determinaciones quimicas se realizaroriripicado f=3), a

menos que se aclare lo contrario.
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3.2.1Actividad Enzimética

Extraccion acetonica

Se siguid la metodologia de Walton y Sondheime6g&)l9Los tejidos
frescos y tratados fueron triturados y homogenegado acetona pre-enfriada (4
°C) en una relacion tejido:solvente de 1:4 (p:wadte 2 minutos a velocidad de
16.000 rpm utilizando un Sorvall Omni Mixer (Modelky105, USA). Cada
homogenato fue posteriormente filtrado, utilizamtoembudo Blichner vy filtro de
fibra de vidrio (Whatman GF/C, UK). Los residuos rive lavados dos veces,
sucesivamente, con acetona (4 °C). La acetona remeamge eliminada por
evaporacion a temperatura ambiente, manteniendeestluo bajo campana
durante toda la noche. Los residuos secos fuemacahnados hasta el momento
de la determinacion de las actividades enzimatcds °C. Todas las actividades
fueron evaluadas dentro de los cinco dias de lancolin del residuo. Cada

extracto enzimatico fue obtenido por duplicane?).

Concentracion de proteinas de los extractos acet@ni

El contenido de proteinas fue determinado en uaddos extractos, segun

el método de Lowry y col. (1951) utilizando comdaeslar albiumina de suero

bovino (Sigma, St Louis, MO, USA).
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3.2.1.1 Peroxidasa (POX)

Los polvos acetonicost(0,5000 g) fueron resuspendidos en 40 ml de
buffer fosfato 0,05 M (pH=7,0). En cada suspensiéragrego cloruro de sodio
hasta alcanzar una concentracion final 1 M. Logsias se mantuvieron, con
agitacion constante, durante 60 minutos a temperaters-7 °C y luego fueron
centrifugados (10.000 rpm, 15 min, 7 °C) empleanda centrifuga Eppendorf
Modelo 5804R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemania). B8 sobrenadantes
obtenidos se evaluo la actividad de POX total #@%egun Marangoni y col.
(1995), utilizando como sustrato guayacol (o-meterpl) 1 % (p/v de etanol 50
% v/v); peroxido de hidrogeno ¢B,) al 0,3 % (v/v) y buffer fosfato de sodio (0,1
M, pH=6,0) en una relacion (1:1:10). La variaci@la absorbancia a 470 nm, fue
evaluada cada 10 segundos durante 6 minutos,amtilez un espectrofotdometro
UV-Visible (Spectro SC, LaboMed Inc., Culver CityA, USA). La actividad se
expresa como el cambio de absorbancia a 470 nndddmde Absorbancia, AbU)

por minuto y miligramo de proteina (AbU rifimg* proteina)

3.2.1.2 Polifenol oxidasa (PPO)

Una masa de 0,5000 g de polvo acetonico fue utilizada parduswraa

actividad de la PPO de acuerdo al método propymst@oseteng y Lee (1987) y

Xuan y col. (2008). Los polvos acetonicos fuersuspendidos en buffer fosfato

de sodio 0,1 M (pH=6,0) manteniendo una relaci@&(fi:v) y a cada muestra se
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agregd NaCl hasta alcanzar una concentracion flnall. Los sistemas se
mantuvieron con agitacion constante, durante 4utoga 5-7 °C; posteriormente
los sobrenadantes fueron separados por centrifuyd&D.000 rpm, 10 miny 7
°C) utilizando una centrifuga Eppendorf Modelo 3804Eppendorf AG,
Hamburg, Alemania). En los sobrenadantes se madactividad de PPO total, a
25 °C utilizando pirocatecol 0,04 M en solucion logffer fosfato 0,01 M
(pH=7,0). La variacion de absorbancia a 420 nmefeeduada cada 10 segundos
durante 6 minutos utilizando un espectro UV-Visil8pectroSC modelo,
LaboMed Inc., Culver City, CA, USA). La actividag expresa como el cambio

de absorbancia a 420 nm por minuto y mg de pro{éid min* mg* proteina).

3.2.2 Medicién del color

El color de los tejidos de raiz de remolacha (@bny tratados) fue
evaluado, utilizando un fotocolorimetro (Minolta .Clad., Osaka, Japan) con
iluminante D65 y angulo de observadode 10°. Cada espécimen fue colocado
sobre un azulejo blanco, registrandose el colorasés de las coordenadas
cromaticas L* a* b* del espacio CIELab, en diez espenes de cada sistema

(n=10).

Los valores adquiridos de L*, a* y b* fueron wdidos para evaluar los

cambios en la luminosidadl(*); en el grado del color rojo/verdé&\&*) y en el

grado de color amarillo/azulAb*). A su vez, los valores de a* y b* fueron
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utilizados para evaluar el Croma (C*), indice deepa o saturacion del color y el

angulo de hue (h°) o tono, mediante las siguiemtpgesiones:

h = arctar{ b* ] 3.2
a

La diferencia de color total (DCT) (Cruz y colQ®) fue evaluada para

las muestras tratadas con respecto a sus resgectwiroles segun la siguiente

ecuacion:
DCT = (aL) +(Aa*)2+(Ati-3)1y2 3.3
Siendo:
AU =L L,
Na=d -4
Ab = b -

donde lg*, ag* y bo* corresponde a los valores adquiridos en el tegiditrol, y

L*, a* y b* a los valores en los tejidos tratados.
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3.2.3 Contenido de pigmentos

Una masa dex(10 g) de tejido de cada sistema (tratado y contfoé
utilizada para extraer su jugo usando una extraaerjugo domeéstica (Moulinex,
Buenos Aires, Argentina). El jugo obtenido fue iméitlo para la cuantificacion
espectrofotométrica del contenido de pigmentosldieiaos, segun Mobhammer
y col. (2006). Las lecturas de las absorbanciadles@aron a cabo en un

espectrofotometro UV-mini-1240UV-VIS (Shimadzu Cargtion, Kyoto, Japdn).

El contenido de las betacianinas totales fue cadiculcomo Betanina
equivalente y el contenido de betaxantinas; com@afakantina | equivalente.
Para la lectura espectrofotométrica, el jugo eatrafue diluido en buffer
Mcllvaine (pH=6,3) hasta que las absorbancias edas a 600, 536 y 476 nm no

sobrepasaran un valor 1,00 (+0,05).

El contenido déetacianinagBc) se calculé como:

_ A.F.Mw.100
el

B.[mgL'] 3.4

donde A corresponde al valor de absorbancia de la betakipa (536 nm),
corregida por la lectura a 600 nm (linea de base} el factor de diluciom,, es

el peso molecular de la betanina (550 g thok es el coeficiente de extincién
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molar de la betanina (60.000 L rfom™) y | es el paso 6ptico de la cubeta (1,0

cm).

El contenido ddetaxantinagBx) es calculado como:

_ AF.Mw.10C
el

B, [mgL"] 3.5

dondeA corresponde al valor de absorbancia de la vulgatama IAnax (476 nm),
corregida por la lectura a 600 nm (linea de base} el factor de diluciom,, es
el peso molecular de la vulgaraxantina | (339 g ot es el coeficiente de
extincién molar de la vulgaraxantina | (48.000 Llthem) y | es el paso 6ptico

de la cubeta (1,0 cm).

El jugo para cada muestra fue extraido por dugdica las absorbancias

fueron medidas, al menos, por triplicateJ).

3.2.4 Ensayos mecanicos.

3.2.4.1 Relajacién

Los ensayos fueron llevados a cabo utilizandopreasa Instron modelo
3345 (Instron Corp, Norwood, Ma, USA) provista decelda de carga de 100
N. Se utilizé una punta plana de 30 mm de diamd®ara cada ensayo se

utilizaron diez especimenes de 15 mm de didmet®mym de alturaHp).
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Los cilindros de tejido fueron sometidos a una p@sion hasta el 10 %
de deformacion a velocidad de cabezal constantenih®min) para todos los
tratamientos y sus controles, respectivamente. li§® ¢éa menor deformacion
posible que permitiese al equipo registrar respuesh ocasionar fractura
macroscopica de los tejidos, tanto para el commaio para los tejidos tratados.
Al cabo de la compresion, el cabezal fue detenidee yegistré la fuerza de
relajacion [F(t)] durante un periodo de 10 minutos. La fuerza deja&bn
obtenida es normalizada dividienB¢) por la fuerza inicial de relajaciofd) del
espécimen. Los valores de la curva normaliz&dg/Fo) se ajustaron segun el
modelo de Maxwell generalizado (Peleg y Calzad&61™Nussinovitch y col.,

1989):

donde E(y/Fo) fuerza relativa del especimen en el tiempadé relajacion; K.
IFo) la fuerza relativa a tiempo infinito, represemtanel resorte libre
correspondiente al del modelo mecanico de Maxwarlegalizado; Ki/Fo) fuerza
relativa correspondiente aksimo cuerpo de Maxwellgf tiempo de relajacion

correspondiente &ésimo cuerpo de Maxwell.

49



3.2.5 Caracateristicas estructurales

3.2.5.1Microscopia Optica

De cada tejido (tratado y control) se extrajo omaestra de=4 mnt. El
corte tisular fue sumergido en glutaraldehido @& %/p) en solucion de buffer
fosfato (0,2 mM; pH=7,2); luego fueron enjuagades vveces con agua destilada
y fijados posteriormente con tetroxido de osmio@g)sl,5 % (p/p). Para poder
alcanzar el contraste deseado se utilizé una sollaguosa de acetato de uranilo
5 % (p/p). Previo a la incorporacion en la resiftayjrcupan epoxi, una
deshidratacion fue llevada a cabo utilizando umee sgadual de buffer acetona.
Para la microscopia optica (MO), secciones de |ybde espesor del tejido
embebido fueron tefidos con azul de metileno. Laemaciones de realizaron

con un microscopio optico (Axioplan, Japon).

3.2.5.2Microscopia electronica de transmision

Sobre las muestras de interés, se continlo et gota tincion para su
observacién al microscopio electronico de transmisfMET). Se tomdé una
seccion ultradelgada de 70-90 nm, que fue tefidaacetato de uranilo (5 % p/p)
y posteriormente examinada en un microscopio éeicto de transmision EM

10C Zeiss (Karl Zeiss, Berlin, Alemania).
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3.2.6 Residuo Insoluble en Alcohol (RIA)

3.2.6.1 Obtencion del RIA

Se partié de una masa de50 g de tejido de cada sistema (especimenes
control y tratados), las mismas fueron trituraddsando un equipo Sorvall Ovni
Mixer (USA) durante 2 minutos a 16.000 rpm. El RI& cada muestra, se obtuvo
luego de tratar el tejido triturado con una solnai@ etanol 95 % (v/v), relacion
1:4 (p:v), el homogeinato fue llevado a ebullicigree mantuvo en estado de
ebullicion y agitacion constante durante 10 minutiek residuo obtenido fue
filtrado y sometido a una segunda extraccion cana@t65 % (v/v) relacion 1:4
(p:v), el homogeinato fue llevado a ebullicion y s@ntuvo en estado de
ebullicion y agitacion constante durante 10 minlbsesiduo solido finalmente
obtenido, fue filtrado utilizando un filtro de féorde vidrio y lavado con alcohol
65 % (v/v). El residuo solido se dejé 24 horas begmpana a temperatura
ambiente, para permitir la evaporacion del etaanlanete, luego fue congelado
con N liquido y liofilizado (Equipo de liofilizacion; ®kesCompany,
Philadelphia, MA, USA). La masa de RIA seca obtanidie pesada, molida y
envasadas en envases plasticos con cierre herrgeatlotacenados a -18 °C hasta

el momento de su uso.

Los residuos insolubles en alcohol, obtenidos rirpde cada sistema

(tejido control y tratados) fueron utilizados pdlevar a cabo determinaciones

gravimétricas y analisis quimicos de interés.

51



3.2.6.2Determinacion de lignina, celulosa y carbohidratos o celulésicos

Los RIA obtenidos a partir del tejido de cadaesis, fueron utilizados
para la cuantificacion gravimétrica del conteni@dignina, celulosa e hidratos de
carbono no celulésicos mediante la hidrdlisis diéspoaridos de acuerdo a Ng y

col. (1998 b). Todas las hidrolisis fueron realizadamenos por duplicado.

3.2.6.2.1 Lignina

Una cantidad de-0,3000 g de RIA, de cada sistema, fue dispersada en

2080 pl de acido sulfarico (72 % p/p) y se mantavéemperatura ambiente
durante 3 horas. Luego las muestras fueron llevadedumen (25 ml) con agua
deionizada (Milli-Q™) para alcanzar una concentracion final de acidiised 1

M. Las suspensiones se hidrolizaron mediante @l@ahto en un bafo de agua a
100 °C durante 2,5 horas, homogeneizando peridéeitgy agregando agua (a
100 °C) para mantener el volumen total constantelRente, las dispersiones
fueron enfriadas, centrifugadas y los sobrenaddniron separados y
neutralizados con NaOH para la posterior cuantf@adel contenido de hidratos
de carbono totales mediante el método de fenalisedf (Dubois y col., 1956)
utilizando una curva de calibracion con estandayugosa. Los residuos sélidos
fueron lavados al menos tres veces con agua daimigVilli-Q™) congelado y
liofilizado. El residuo sélido liofilizado obteniddye pesado e informado como

lignina de Klason.
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3.2.6.2.2 Celulosa

Una masa de 0,3000 g de RIA de cada sistema fue dispersa@@&m !
de acido sulfurico (72 % p/p) e inmediatamente $dda muestras fueron llevadas
a volumen (25 ml) mediante el agregado de aguanieida (Milli-Q™), para
alcanzar una concentracion final 1 M. La hidrdlises llevé a cabo mediante
calentamiento en un bafio de agua a 100 °C durgmteoPas, homogeneizando
periodicamente y agregando agua (a 100 °C) paraemamtl volumen total
constante. Las dispersiones fueron finalmente ads y centrifugadas. Los
sobrenadantes separados, fueron neutralizados @f®HNpara la posterior
cuantificacion del contenido de hidratos de carBanediante el método de fenol-
sulftrico (Dubois y col, 1956), utilizando una carge calibracién con estandar
D-glucosa. Los residuos fueron lavados al menasvieees con agua deionizada,

congelados y liofilizados. Los residuos finalmeoit¢enidos fueron pesados.

3.2.6.2.3Carbohidratos no celulésicos

Una masa de 0,3000 g de RIA de cada sistema fue dispersa@@&m |
de acido sulfarico (72 % p/p) e inmediatamente $dda muestras fueron llevadas
a volumen (25 ml) mediante el agregado de aguaniteida (Milli-Q™), para
alcanzar una concentracion final 1 M. La hidrdlises llevo a cabo mediante
calentamiento en un bafio de agua a 100 °C, duflam@ra homogeneizando

periodicamente y agregando agua (a 100 °C) paraemantl volumen total
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constante. Las dispersiones fueron finalmente ade y centrifugadas. Los
sobrenadantes separados, fueron neutralizados e@fHNpara la posterior

cuantificacion del contenido de hidratos de carbmediante el método de fenol-
sulfurico (Dubois y col., 1956), el contenido dedacurdnico segun el método de
Filisetti-Cozzi y Carpita (1991) y el contenido pi®teinas de acuerdo a Lowry y

col. (1951).

3.2.6.30tras determinaciones quimicas

3.2.6.3.1Determinacion de carbohidratos totales

Los sobrenadantes neutralizados, obtenidos deditgitas hidrolisis
acidas, fueron utilizados para cuantificar el comte de hidratos de carbonos
segun Dubois y col. (1956), utilizando una curvacdibraciéon con D-glucosa

como estandar.

Para la reaccion colorimétrica y posterior media§pectrofotomeétrica se
tomd un volumen de muestra adecuado y se llevduanem final (200Qul) con
H,O deionizada (Milli-G"). Se agregaron 5@ de la solucién de fenol (Merck,
Buenos Aires, Argentina) (80 % p/p), se homogengiiego se agregaron 5000
pul de HSO, (c); la solucion se dejé enfriar y se homogeizo vaugente.
Finalmente se leyo la absorbancia a 490 nm. Ldadzahtle color desarrollada es
proporcional al contenido de azucares presentea.|Rauantificacion se realizd

una curva de calibracion con D-Glucosa como estanda
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Se utiliz6 para la curva una solucion estandaDetgucosa (0,05 g de

glucosa /L). La curva de calibracion se observardiicuacion:

0,60 T
0,50
0,40 +

0,30

0,20 +
y= 0,0054x + 0,0092
R? = 0,9972

Absorbancia (490nm)

0,10

0,007““1““i““i““i““i““

Kg Glu/2000 pl

Figura 3.3 Curva de calibracion para carbohidratos totales

3.2.6.3.2Determinacién de acidos urénicos

En el sobrenadante neutralizado, correspondielaéenirolisis acida para
hidratos de carbono no celuldsicd&2(6.2.3, el contenido de acido urénicos
(AU) fue determinado segun el método de Filisetzgh y Carpita (1991)

utilizando una curva de calibracion de acido D-galigdnico como estandar.

Para la reaccion colorimétrica y posterior media§pectrofotométrica se
tomo una alicuota adecuada de la muestra y sedleafumen final (40Qul) con

agua deionizada (Milli-&"); se agregaron 4@l de &cido sulfamico (4 M;
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pH=1,6). Luego se afadieron 240 de la solucién de tetraborato de sodio
(0,075 M en solucion en acido sulfarico concentradsg colocaron las muestras
tapadas en un bafio de agua a 100 °C durante 20omnituat reaccion se cortd
rapidamente colocando las muestras en un bafioudecany hielo. Se afiadieron
80 pl de m-hidroxidifenilo 0,15 % (p/v) (solucién en @H 0,5 % (p/v)). A partir
de los 10 minutos el color se desarroll6 completdmd.a absorbancia fue leida a

525 nm.

La curva de calibracion se llevo a cabo con uhacgm estandar de acido

D-galacturénico (AGU) al 0,1 % (p/v).

0,70 T
0,60 |
0,50 —
0,40 —

0,30 |

Absorbacia (525nm)

0,20 +
’ M y = 0,0148x - 0,0063

0107 ¢ R? = 0,9945

000 4
0 10 20 30 40 50

g AGU/400 pl

Figura 3.4 Curva de calibracion para la determinacion deterdo de acidos urénicos
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3.2.6.3.3Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas fue determinado en lobremadantes
neutralizados correspondientes a las hidrolisida&cB.2.2.1.3 de cada sistema,
segun Lowry y col. (1951) utilizando como estandiaimina de suero bovino

(BSA) (Sigma, St Louis, MO, USA).

Para la reaccidn colorimétrica y posterior medi@8pectrofotométrica: se
tomé un alicuota adecuada y se llevéd a volumenl fia@0 pl) con agua
deionizada (Milli-g") y se agregaron 100@ del reactivoA. Se colocaron las
muestras tapadas en un bafio de agua a 37 °C y rdevieeon durante 20
minutos; luego se retiraron del bafio y se les agrHO ul del reactivoB.
Nuevamente se colocaron las muestras en bafio de a@y °C durante 20
minutos. Finalizado el tiempo de reaccion se netirgyy se realizé la lectura a 660

nm a temperatura ambiente.

ReactivosA: Carbonato de sodio 2% (p/v) en solucion de NaQHND
sulfato de cobre pentahidratado 1% (p/v) y tartdcsodio y potasio 1% (p/v).
Relacion de mezcla de 100:1:1. React®o Soluciéon Folin Ciocalteau: agua
deionizada Milli-g". Relacién de mezcla (1:1). Los reactivos utilizadieeron
provistos por Merck (Argentina) salvo la soluciéa Eolin Ciocalteau que fue

provista por Anedra (Argentina).
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La curva de calibracion se realiz6 con una sotueiduosa de albumina de
suero bovina (SIGMA Protein Standard; SIGMA, USA)ancentracion de 400

pug BSA /ml.

1,00 T
0,90
0,80 | .
0,70 |
0,60 +
0,50 £
0,40 £
0,30 |
020 | y=0,0133x + 0,0121
010 | R* = 10,9975

Absorbancia (660nm)

0,00 - ———
0 20 40 60 80
HgBSA/200 pl

Figura 3.5 Curva de calibracién para la determinacion detextido de proteinas

3.2.6.3.4Determinacién de humedad

El contenido de humedad de los residuos (RIA)eterminado sobre una
masa~1,000 g de RIA y el contenido de agua se fue edalugilizando una
estufa con calentamiento infrarrojo (OHAUS, Pinedk, NJ, USA), trabajando a
temperatura de secado constante de 90 °C. Las ramidgeron tratadas hasta

alcanzar un peso constante. El contenido de hunssdealculé como:

Mm-m)=myo 3.7

mM.0.=(My20/m)*100 3.8
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dondem corresponde a la masa de RIA iniciak, masa de RIA al cabo del
secado, Mo masa de agua eliminadaryo. contenido de humedad porcentual en

RIA.

Las determinaciones de humedad fueron realizadasmbs por triplicadanE3).

3.2.6.3.5Determinacion del grado de metilacion

El grado de metilacion se evalu6 a partir del méteslpectrofotométrico
de metanol de acuerdo a Wood y Siddiqui (1971)yiareaponificacion de los
ésteres correspondientes segun Fissore y col. Y2BDgrado de metilacion (GM)
se calculé como la relacion porcentual entre elemdndle moles de metanol y el
namero de moles de acido urénico (AU) por gramoRJI&l. Una saponificacion
inicial de cada muestra fue llevada acabo prewdaaién colorimétrica y posterior

medicion espectrofotométrica.

Para la etapa inicial, saponificacion de las nrassse colocé una masa (
0,075 g) de RIA en contacto con 50 ml de NaOH {0,%en tubo falcon tapado y
se homogeneizé cada 10 minutos durante el peried@ Hora a temperatura
ambiente. Simultaneamente se prepard un blancoudstra £ 0,075 g) con 50
ml de agua deionizada Milli®. Luego los sobrenadantes fueron separados por

centrifugacion. Se tomé una alicuota de jdb@el tubo testigo y se agregaron 250

ul de LSO, (5,5 N); del blanco de muestra se tomé una alécdet50Qul y se le
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agregaron 25Ql de HSO; (5,5 N) y 250ul de NaOH (1,5 N). Las muestras
saponificadas y los blancos de muestra (muestnasapionificar) pasaron luego a

la etapa de la reaccién colorimétrica.

Para la reaccién colorimétrica y medicion espectoohétrica se agrego a
cada muestra, 200 de KMnQ, 2% (p/v) y se dejo enfriar las muestras durante
15 minutos en un bafio de agua con hielo. Luegoagsegaron 20Qul de
AsOsH:Na 0,5 M (solucion en $0, 0,12 N) y 600ul de agua deionizada
(MilliQ ™); se agité vigorosamente y se dej6 reaccionamtier@ periodo de una
hora a temperatura ambiente. Finalizado el tiempedecion se agregaron 2000
pl de una solucion de 2,4-pentadiona 0,02 M (disueitt solucion buffer acetato
de amonio 2 M/acido acético 0,05 M). Finalmenteaecaron las muestras en un
bafio de agua a 60 °C durante 15 minutos; finalizd@mpo de reaccion, se
retiraron las muestras y se colocaron en bafio da @ con hielo para cortar la
reaccion. Una vez alacanzada la temperatura amb@ntas muestras, se lee la

absorbancia a 412 nm.

Para la determinacién de concentracidon de metaaaltiliz6 una curva de

calibracién de una solucion estandar de metand (86 CH;OH/ ml H,SO, 1N).
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Figura 3.6 Curva de calibracion para la determinacion detex@do de metanol

3.2.6.3.6Determinacion del grado de acetilacion

Los grupos acetilos fueron determinados en los BéAlos diferentes
sistemas segun el método de Naumenko y Phillipd@2)Ll El grado de
acetilacion (GA) se calculé como la relacion poraehtlel nUmero de moles de
acetato y numero de moles de acido uronico (AU) gramo de RIA. Para la

curva de calibracion se us6 como estandar pentdaatd glucosa.

Para la reaccion colorimétrica y posterior medi@épectrofotométrica, se
tomd una masa de RIA(0,060-0,070 g) y se agregaron 5Q0@le una mezcla
de clorhidrato de hidroxilamina (0,125 M) y NaOH2® M) en relacion (1:1). La
suspension se agité durante 1 hora. De la solutiéenida se tomaron 1090 se
agregaron 100Ql de HNG; 0,125M y 300Qul de una solucion de Fe(NJg 0,01

M; se agito y se dejo en reposo 10 minutos a teatyner ambiente para asegurar
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el desarrollo completo de la reaccion. Se leyo Haoebancia de la solucion
coloreada obtenida a 495 nm. Se utiliz6 como blatecoeaccion un volumen de

1000l de una mezcla de clorhidrato de hidroxilamind 28, M) y NaOH (0,25

M) (relacion 1:1), 100Qul de HNG; (0,125 M) y 300Qul de Fe(NQ) (0,01 M).

Para la curva de calibracion se usé como estarataagcetato de glucosa

(0,9 mg/ml) (SIGMA, USA).

1,00 T
0,90 f
0,80 f
0,70
0,60 |
0,50 f
0,40
0,30 ¢ y = 0,1285x - 0,0081
020 § R? = 0,9992
0,10 ¢
000 ¢

0,0 2,0 4,0 6.0 8,0

pnmol acetato/1000 pl

Absorbancia (495nm)

Figura 3.7 Curva de calibracion para la determinacion delewidb de acetilos

3.2.6.3.7Determinacion de fenoles de pared celular

El contenido de fenoles totales (ferulicos y nailieos) fue determinado
en los residuos RIA de los diferentes sistemasrs@&giinzel y col. (2000). Una
cantidad de=0,9000 g de RIA se mezclé con 50 ml de NaOH 1 M gdlucion se

mantuvo durante 18-20 horas a temperatura ambieajte vacio y al abrigo de la
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luz. Finalizada la hidrdlisis alcalina, se agregéada muestra 9,5 ml de HCI (pH

< 2). Los sobrenadantes fueron separados por ftgyatcion.

El contenido de fenoles no ferulicos fue determinan los residuos RIA
de los diferentes sistemas de acuerdo con Budiowly (1980) y Parr y col.
(1997). Una cantidad de0,9000 g de RIA se mezclo con 50 ml de HCI (2 N) y
colocé en bafio de agua caliente (90 °C) durantenBlutos (las muestras
permanecen tapadas, durante la hidrélisis &cidagliFada la hidrolisis acida y
una vez enfriadas las muestras, los sobrenadargeonfuseparados por

centrifugacion.

Todas las hidrdlisis fueron realizadas al menosdpgpiicado (=2).

El contenido de fenoles ferulicos, fue calculadpastir de la diferencia
matematica del contenido de fenoles en las fracsiawrespondientes a la

hidrdlisis alcalina (fenoles totales) e hidrolidsda (no feralicos).

Los sobrenadantes obtenidos de las hidrolisidimdcg acida (previamente
descriptas) fueron utilizados para evaluar el codte de fenoles totales y no-
ferdlicos, respectivamente segun Shui y Leong (RQ@iEizando la técnica de
Folin-Ciocalteau. El contenido de fenoles fue infado como &cido gélico

equivalente (AGE).
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Para la reaccién colorimétrica y posterior medi@8pectrofotométrica, se
tomaron 4Qul de las muestras hidrolizadas y se agregaron iB6 una mezcla
de reactivo Folin Ciocalteau y agua deionizadaiMgiliM (relacion 1:10). Se agitd
y se dej6é reaccionar durante 5 minutos a temperatumbiente. Luego se
agregaron 1200l de una solucién de NaHG@,5 % (p/v) y se dejo reaccionar a

temperatura ambiente durante 1 hora. Finalizadeedacion y completado el

desarrollo del color, se evallio la absorbanciasanré.

Para la curva de calibracién se us6 como estamdasolucion de 2 mg/mi

acido galico (Anedra, Argentina).
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000 ¢« = v
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mg AGE/1000 pl

Absorbancia (765nm)

Figura 3.8 Curva de calibracion para la determinacion delewidb de fenoles como

acido galico equivalente (AGE)
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3.2.6.3.8Caracterizacion por extraccion secuencial de polimmes de pared

celular

Las extracciones secuenciales de polimeros del patalar se realizaron
de acuerdo a Brett y Waldron (1996) y Ng y Wald{®97). Una masa0,5000
g de RIA fue utilizada para la primera extracci@m &0 ml de agua deionizada
(MilliQ ™) agitando la suspensién durante 2 horas a 18l9@siguo insoluble en
agua fue posteriormente utilizado para una extacaon NaCl (0,136 M,
pH=6,5) durante 2 horas con agitacion constante8&01°C. El residuo
remanente, insoluble en NaCl, fue resuspendido arsaluciéon de CDTA (0,050
M, pH=6,8-6,5) y la suspensidon se mantuvo con aigitaconstante durante 6
horas a 18 °C. El residuo sélido obtenido fue smloet una primera extraccion
con NaCQO; (0,050 M) durante 16 horas a 4 °C y una seguntfacexdn con
NaCO; (0,050 M) durante 2 horas a 20 °C segun Marry y (2006). El
remanente solido se sometid posteriormente a taaceiones en soluciones
alcalinas. La primera extraccion alcalina fue m=da con NaOH (0,1 N) durante
2 horas a 18 °C (Fry, 1986), el remanente sélidduego extraido con KOH (1
M) durante 2 horas a 18 °C vy, finalmente, el residsoluble fue sometido a una
altima extraccion con KOH (4 M) durante 2 hora822Q de acuerdo a Coimbra y
col. (1996). Todas las extracciones basicas seaeah bajo vacio y al abrigo de

la luz.

65



Al cabo de cada extraccion, los residuos fuerttradios utilizando filtro
de fibra de vidrio, lavados con agua deionizadalli@i"), liofilizados y
finalmente, los residuos secos fueron pesados.aBa extraccion se mantuvo la
relacion residuo:solvente 1:100 (p:v). Los resutatueron expresados como la
relacion porcentual de la masa de RIA solubilizadael i-esimo solvente de

extraccion respecto a la masa de RIA inicial.

% SOIUbIe — mresiduo(m— 1)° m residuo (n &100 39

(fraccior}‘ )
RIA(0)

donde maa@ corresponde a la masa de RIA inicialmente pesa@iduo (i
corresponde al residuo insoluble en-ekimo solvente de extraccion;euo(ni-1)

es la masa del residuo insoluble en el solvenexttaccién anterion{1).

Todas las extracciones fueron realizadas por dagui€=2).

Los sobrenadantes obtenidos de la extraccion goa y con NaCl fueron
utilizados para cuantificar hidratos de carbonalést segun Dubois y col. (1956),

contenido de acido urdnico segun Filisetti-Coz@arpita (1991) y contenido de

proteinas segun Lowry y col. (1951).
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3.2.6.3.9Analisis por espectroscopia infrarroja con transfomada de Fourier

(FTIR)

Los espectros de transmision fueron determinadbgestada uno de los
residuos de RIA correspondientes a los diferenisternsas. Las muestras se
prepararon formando una pastilla de KBr (1% p/pyaego espectral de barrido
correspondié a las longitudes de onda 4000-500" tws espectros fueron
obtenidos utilizando un espectrofotometro PerkirdfImFT-IR System
(SpectrumBx; USA). El utiliatrio de analisis utéido por el equipo fue el IR-
Spectrocopy (version 5.3.1, USA). Se realizaroridairas de transmitancia (%)

de 32 escaneos de cada una de las muestras y@oesofucion de 4 cm

3.3 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y la comparacion de teod se realizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con nielsignificanciad) de 0,05.
Para la comparacion de muestras se utilizo comatessterioriel test de Tukey
y se utilizo el utilitario Statgraphic (Statgraph®tus for Windows, version 5.0,
2001, Manugistic Inc., Rockville, MD, USA). Los ajes lineales y no lineales se
realizaron utilizando el programa Prism5 (Stat@tiSoftware para Windows;

GraphPad, USA).
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4. TRATAMIENTO DEL TEJIDO
DE RAIZ DE REMOLACHA ROJA
(Beta vulgarisL. var. conditiva) CON

DOSIS BAJAS DE RADIACION

GAMMA
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4.1. Introduccion

El aumento de la demanda de los consumidores podugios
frutihorticolas con minimo procesamiento ha dadaidug la venta de vegetales
pre-cortados en bandejas que se comercializan & minerista o se proveen a
granel a instituciones. Aquino-Bolafios y Mercadw&5{2004) han reportado que
los productos frutihorticolas son susceptibles mbdas y modificaciones no
deseadas debido a dafios mecéanicos producidos ellmacisecha, el transporte,
el almacenamiento o durante el procesamiento. Agelosvegetales con minimo
procesamiento pueden tener altos niveles de ddsamairobiano y/o presencia
de sustancias indeseadas. Los procesamientos cal@&rpara su preparacion,
usualmente utilizan cloro en el agua de lavado pamatrolar el recuento
microbioldgico. Sin embargo, el cloro no puede Igerinica estrategia si se
necesita eliminar microorganismos patdgenos talgst.isteria monocytogenes
(Nguyen-The y Carlin, 1994). En nuestro pais el CAgtablece que para las
operaciones de lavado e hidroenfriado de produatgstales se permite utilizar

concentraciones de entre 100-200 ppm de hipocldeitsodio.

La aplicacion y uso de tratamientos no térmicag (JV, alta presiones,
radiaciones ionizantes) con minimos efectos eralidad del producto es una de
las alternativas viables para la desinfeccion dgetades de hoja de acuerdo a

Gomes y col. (2008). Segun el nivel o dosis aphcdd estos tratamientos se
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puede alcanzar una disminucion de la carga mianabiicial y/o la letalidad de

microorganismos patogenos sin dafar al tejido (@hgyRajkowski, 1999).

Las radiaciones ionizantes empleadas en alimém@osido y son de gran
interés debido a que su aplicacion, no produce atomde temperatura en el
alimento. Es un tratamientw térmicoy no quimico cuya seguridad y eficacia ha
sido bien establecida (ICGFI, 1999). Actualmente p&iises autorizan la
irradiacion de diversos alimentos. Su eficacia s&alen que la actividad no esta
limitada a la superficie ni a las caracteristicagedta. Las radiaciones ionizantes
pueden penetrar en el producto y eliminar microogyaos que estan presentes
en el interior, en grietas, pliegues, hendidurapaeios intercelulares de las
semillas y otras partes de los vegetales donde sdriapo localizar
microorganismos patégenos. (Prakash y col., 200@jeWy col., 2009). La
reduccion de la carga microbiana presente en loseatos y causante de

deterioros, permite aumentar la vida util de estos.

Por otro lado, efectos adversos o indeseados pyedducirse debido a la
aplicacion de radiaciones ionizantes en los aliowentLa irradiacion que
determina la absorcion de dosis elevadas puededugroen el alimento
modificaciones del sabor, color y textura que puoedernar al alimento
inaceptable para el consumo (Narvaiz, 2000). Todlles corresponden a
deterioros de las caracteristicas sensoriales. sbl de una dosis adecuada

permitira en gran medida, conservar las propieddéssadas de los productos.
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En general puede decirse que el efecto de la iadiaanizante en el alimento en

si tolera hasta dosis absorbidas de 7,5 kGy.

El uso de bajas dosis de radiaciones ionizangesnsuentra ampliamente
reportado y ha sido exitosamente aplicado paraopgalr la vida atil de los
alimentos de origen vegetal (Noomhorm y col., 19¢@mera y col., 2002; Wang
y Chau, 2003; Wang y col., 2006). La irradiacion gaugroducir en el tejido
alteraciones a nivel de las rutas metabdlicas, itiendo inhibir la brotacion,
retardar la maduracion y disminuir la velocidadespiracion. Un estudio llevado
a cabo con champifiones comestibles maduros, deterquie la absorcion de
bajas dosis de radiacion gamma es una herramighpara prolongar la vida util
de este producto. La irradiacion produjo una reducen la respiracion de los
champifiones, lo que llevé a una disminucion debgamiento, caracteristico

asociado a la maduracion excesiva de este alinfBetwit y col., 2000).

Por otro lado la aplicacion de radiaciones ionigartomo un agente de
barrera, en métodos combinados, también ha sidaliaddb y reportado para
productos vegetales (Moussaid y col., 2000; Faoly 2005). En 1978, Langerak
y Damen demostraron la posibilidad de extenderda wutil de sopas de vegetales
previamente empaquetadas, mediante un tratamiesriouoca dosis baja de
irradiacion (< 1 kGy) y un almacenamiento a 10P@r. otro lado Prakash y col.
(2000) observaron que la lechuga romana cortadeasada en atmodsferas

modificadas y tratada con radiacion gamma, consdaissorbidas de 0,15 y 0,35
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kGy, mostraba que la dosis superior permitia redlecicarga de bacterias
aerobias, hongos y levaduras, manteniendo los tdstuel color pero con cierto
ablandamiento del tejido. Dosis bajas de radiag@amma utilizadas como
tratamiento post-cosecha, 0 pre-proceso y en cauidin con otros tratamientos
han demostrado ser una técnica prometedora paxddader la vida util de frutas.
Los valores de D (cantidad de energia radiente retgupara inactivar el 90% de
patogenos especificos) pafscherichia coli O157:H7 en vegetales recién
cortados toman valores, en general, entre 0,12¢ KGy (Niemira y col., 2002;
Foley y col., 2004; Niemira y Fan, 2006). Entond¢asbsorcion de una dosis de 1
kGy puede alcanzar por lo menos, 5 reduccionesn@des deEscherichia coli
0157:H7 en la superficie de productos frescos iramg, aunque los agentes
patogenos en el interior del producto, podriarcapaces de sobrevivir mejor a la
irradiacion que aquellos que se encuentran solseparficie (Niemira, 2007). El
costo de la irradiacion de alimentos depende dekato, dosis, efectos deseados,
densidad de empaquetamiento, volumen de producadmpaquetamiento,
requerimientos logisticos y condiciones del paisn@gadt, 2001). De acuerdo al
IGCFI (1999), los costos de la irradiacion van 8eUB a los 15 U$ por tonelada

para bajas dosis.

En el 2007 la Food and Drug Adminstration (FDAggento una propuesta
de cambio en el rotulado de alimentos. Alli expr@s@rés en disponer de
informacion acerca de si el control de los patdégepmesentes en alimentos

usando irradiacion, cambia las caracteristicasalielento de una manera que
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exceda la normal variabilidad del mismo; en diclesoc se requeriria un
etiquetado adicional para informar al consumidodidao cambio (Fan y Sokorai,
2008). Esto resalta la importancia del estudio efelcto de las radiaciones
ionizantes en los alimentos. Los cambios en lai@pea y la textura son aspectos
fundamentales que determinan la aceptabilidad desuwmidor de los tejidos
vegetales (llker y Szcsesniak, 1990; Toivonen ynBnell, 2008). Prakash y col.
(2000) destacan que cambios en la textura indugmbosla irradiacion estan
asociados con cambios en las sustancias péctmmesycomponentes de la pared
celular. Mas aun, los dafios en la membrana y pagledhr conducen a la pérdida
de turgor (Faust y col., 1967) afectando la firméedos tejidos vegetales. Segun
Lacroix y Ouattara (2000) la mayoria de los tejidegetales toleran tratamientos
de irradiacion a dosis bajas de 0,25 kGy-2,25 k{yssifrir cambios en su
calidad. Debido a ellos es comun la aplicacion émitas combinadas para
alcanzar un alimento seguro y mantener un nivelmaptde las cualidades
organolépticas (Thakur y Sing, 1995). De acuerdm ¢@arkas (2006) el
tratamiento con radiaciones ionizantes resulta enraduccion de las pérdidas
por almacenamiento, extension de la vida u(til eremento de seguridad
microbioldgica y parasitologica. Thayer (1990) mfir que los cambios quimicos

en los alimentos inducidos por la irradiacion sanimos.

La aplicacion de radiaciones ionizantes en losaiims, ha sido estudiada

también para alcanzar otros fines u objetivos nldsda su uso como método de

preservacion. Por ejemplo Lee y col. (2001) eneoatr la posibilidad de
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disminuir el contenido de proteinas generadoradeatgias (proteinas alergénicas)
en leche mediante la aplicacion de radiacion ioniggamientras que Ahn y col.
(2003) observaron mejoras en la actividad antioxeladel acido fitico en
solucion acuosa sometida a irradiacion. Jo y @0I08) informaron cambios en el
color de extractos alcohdlicos de té verde con umjevidel marrén oscuro
brillante al amarillo brillante luego de la irradi@n, permitiendo utilizar dichos
extractos en alimentos y en formulaciones cosnetga alterar el color del
material y manteniendo la capacidad antioxidantexteacto de té. Por otro lado,
Mukandama y col. (2003) observaron que la aplicad®nayos gamma cSfiCo

en semillas de tomate, generd variabilidad genétitaa actividad biologica
expresada en el contenido de proteinas totalegidactes enzimaticas especificas
y generales de las enzimdg$glucanasa, quitinasa, peroxidasa y fenilalanina
amonio-liasa. Siendo la peroxidada la enzima md®sansible al efecto de los

rayos gamma.

Los tejidos vegetales presentan distintas activeladmzimaticas
vinculadas a su desarrollo y metabolismo. La tirasa o polifenol oxidasa (PPO,
EC 1.14.18.) es la enzima clave en la biosintesis de la madagi el pardeo
enziméatico de frutas y vegetales. El papel de Ia BR el metabolismo secundario
de las plantas aun no esta claro, pero ha sidaidoggue esta involucrada en la
biosintesis de betalainas, pigmentos caractergstiedas remolachas. PPO es una
enzima dependiente de cobre que cataliza dos oe@scdiferentes utilizando una

molécula de oxigeno: la hidroxilacion de monofeaob-difenol (actividad de
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monofenoloxidasa) y la oxidacion de o-difenol a @mguoa (actividad difenolasa)
(Sanchez-Ferrer y col., 1995). Dicha enzima tirasnse encuentra distribuida en

plantas, microorganismos y animales y es la regib@sle la melanizacion.

La enzima peroxidasa (POEKC 1.11.1.7 involucra un grupo de enzimas
que cataliazan reacciones de caracter redox,antdiz peréxido como oxidante y
un segundo sustrato de caracteristicas reductamgsjoxidado por el peréxido.
Esta enzima utiliza como cofactor el grupo hemo. agtividad se ha visto
involucrada en la captacion de radicales libresrded¢ los sistemas vegetales
vivos (Regalado y col.,, 2004) y también es partiogoe diversos procesos
metabolicos. El incremento del peréxido de hidragéd,O,), tal como ocurre
luego de la irradiacion gamma puede ser controdedias plantas por la accion de
la enzima POX a través de sus ciclos hidroxilicgseyoxidativos. Los tejidos
vegetales contienen dos clases de POX: Clasedceiular y Clase lll, secretada
en la pared celular y/o en el medio circundantéane® presente sélo en los
tejidos vegetales terrestres debido al fendmeraddptacion a la vida terrestre en
presencia de elevadas concentraciones de oxigémaeiEambio de electrones y
protones se produce a través del grupo Fe (lIReparfirina IX (hemq de la
enzima POX Clase lll. En el ciclo peroxidativo,dazima cataliza la reduccion
del HO, tomando electrones de moléculas donantes tales tmsncompuestos
fendlicos, precursores de lignina, auxina o meta®kecundarios. Se considera
que la enzima POX juega un papel importante enesax tales como la

lignificacion (Egley y col., 1983.) asi como en ilasolubilizacion de los
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complejos pectina-extensina (HRGPs) (Jackson y t®89; Passardi y col., 2004
b). La diversidad de sustratos utilizados por IaKRQplica por qué esta anzima
esta involucrada en un amplio rango de procesasldigcos entre los que
podemos citar el catabolismo de auxina, la formmaci@ lignina y suberina
(Oudgenoeg y col., 2002), el entrecruzamientogslinking) de los componentes
de la pared celular, la defensa contra el ataqueatiéggenos y la elongacion
celular. Por la generacion de radicales hidroxjf8H), la enzima POX podria
también jugar un rol crucial de proteccion de laila durante los primeros dias
de germinacion por reduccion del ataque de pat@&en@l momento que emerge
la radicula (germinacion), evento que produce beeda en la semilla. La
producciéon de®OH podria ademas contribuir a la rotura de la atdide la
semilla y al posterior proceso de alargamiento aeloiediante la hidrdlisis de
polisacéaridos en sitios especificos de la red que#ocma la pared celular (Fry,

1998; Passardi y col., 2004 a,b).

La enzima fenilalanina amonio-liasa (PAEC 4.3.1.24 presenta su
actividad involucrada en la biosintesis de los aoespos fendlicos. Por otra parte,
los compuestos fendlicos son metabolitos secundemiplcados, como sustratos
de POX, en el mecanismo de defensa de los tejidgetales frente a dafios
externos producidos en estos. La produccion toelfeholes mediada por
fenilalanina amonio-liasa es altamente sensibleradiciones ambientales; las
mas importantes son aquellas que se pueden caasigstresantes como

temperatura, luz ultravioleta y dafos fisicos delenta. Su actividad también

76



varia con el grado de maduracién en el caso desfrétor ello, la concentracion
de compuestos sera funcion de la actividad de déctzama (Gomez-Navarro,
2009). Harakava (2005) informo6 que la desaminacion deefaldlanina por la
enzima fenilalanina amonio-liasa inicia el metafolb de los fenilpropanoides
dando lugar a la formacion de &cido trans-cinanyicque dicho mecanismo

conduce a la formacion de monolignoles que comnstitdos bloques de lignina.

Las actividades de estas enzimas pueden afeqtardes tratamientos a
que se someten los tejidos con el objetivo de awanent vida util. En este
sentido, Cantos y col. (2001) evaluaron las acides de las enzimas POX, PPO
y PAL para determinar los dafios ocasionados por &h seis cultivares de

lechuga [Lactuca sativd..) almacenados durante 7 dias a 5 °C.

En el caso de la radiacion gamma, se sabe queaa@nzimas presentes
en los alimentos se inactivan frente a ciertassdalsorbida, mientras que otras
permanecen activas (IAEA, 1998). Tal como observaiang y col. (2006), las
enzimas POX y PPO presentaron actividad en jugoelén, incluso frente a una

dosis absorbida de radiacion gamma de 5 kGy.

El objetivo de esta etapa de la investigacion fuerdenar el efecto de
dosis bajas de radiacion gamma (1 y 2 kGy) en dascteristicas del tejido de
raices deBeta vulgarisL. var. conditiva para evaluar la posibilidad d@msiderar

la irradiacidon como un factor de estrés (barrera & prolongacion de la vida
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segura de este tejido. Para ello, se evalud la csigipo quimica, actividad
enzimatica, turgor, color, comportamiento mecéardebtejido, con el propoésito
de obtener informacion sobre las condiciones qudwman a la optimizacion del

procesamiento de los vegetales tendiendo a comtabdesarrollo de alimentos

mas saludables.
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4.2 Materiales y métodos especificos

4.2.1Tratamiento con radiacion gamma

Los cilindros de raiz de remolacha roja, fuergoasados en tres lotes de
~500 g cada uno. Los cilindros correspondientesda ¢ate se fraccionaron en
bandejas de polipropileno y se colocaron en cag@detbopor. Las cajas de
telgopor de los tres lotes se almacenaron en umareade refrigeracion a 74
0,5 °C (90-95 % HR) durante 24 horas previo ahtré¢énto. Dos lotes fueron
expuestos a radiaciones ionizantes gamma utilizamdgofuente dé°Co en la
planta semi-industrial de la Comisién Nacional deerfgia Atomica, (CNEA),
Centro Atomico Ezeiza, Argentina (actividad 600.@@ios) a 25 °C. Las dosis
absorbidas fuerorl y 2 kGy utilizando una velocidad de irradiacion @83
kGy/h y una uniformidad de dosis de 1,04l§la 4.1). Un tercer lote de cilindros
no irradiados fue llevado hasta la planta con gétodm de que las muestras
control tuvieran andalogas condiciones de transpgrtambientales que las

muestras tratadas.

En laFigura 4.1 se muestra el lateral de las cajas de telgopbzaadas,
donde se encuentra indicando el frente de las misdedo que las cajas son
rotadas, durante la irradiacion para garantizahdmogeneidad de dosis. Asi

mismo se observan las bandejas de polipropilero alscadas en dichas cajas.
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Figura 4.1 Caracteristicas de los envases utilizados paranencion de las muestras del
tejido de remolacha roj@éta vulgarisL.var conditiva) para irradiaciom\(1 kGy; B 2
kGy) y control C 0 kGy).

Tabla 4.1 Ejemplo de informe de dosimetria provisto poraéloratorio de Dosimetria de
Altas Dosis —Centro Atomico Ezeiza— CNEA.

PRODUCTO : Remolacha ( 2 cajas) Vol= (51*27*31) cm3
TIPO DE DOSIMETROS Dicromato de Plata
POSICION DE IRRADIACION Mesa A ES
TEMPERATURA DE IRRADIACION Ambiente (25°C)
TIEMPO DE IRRADIACION (horas) 0,11 0,22
DISTANCIA A LA FUENTE (cm) 63,5 63,5
VELOCIDAD DE DOSIS MINIMA
(kGy/h) 9,23 9,23
DOSIS SOLICITADAS (kGy) 1,0 2,0
DOSIS RECIBIDA MINIMA (kGy) 1,04 2,15
DOSIS RECIBIDA MAXIMA (kGy) 1,08 2,23
UNIFORMIDAD DE DOSIS 1,04 1,04
OBSERVACIONES: Con rotacion
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Dado que existen diferencias entre las dosis alakorbinima y maxima
frente a la requerida en cada caso, de ahora elanssledas muestras se

nomenclaran como muestras con dosis absorbiday @&kGy.

4.2.2Analisis fisicos, quimicos, bioquimicos y funcionas

El tejido de raiz de remolacha roja, corresportdienlas muestras control
e irradiadas, fue utilizado para evaluar la actdide las enzimas PPO, POX y
PAL, el color, el contenido de pigmentos, la prasie turgor, la estructura del
tejido y el comportamiento mecanico. Por otro lash@ porcion de tejido fue
utilizada para la obtencion del residuo insolubleakeohol (RIA). En los residuos
(RIA) de pared celular(i) se determiné el contenido de lignina, celulosaratas
de carbono totales no celuldsicos, acidos urongraslo de metilacion y grado de
acetilacion de pectinas, contenido de proteinas melad; (i) se extrajo y
cuantifico el contenido de fenolgsj) se evalud el perfil de aminoacidds;) se
caracterizaron los polimeros de pared por extraesidecuenciales(y) analisis
por espectroscopia infrarroja con transformadaalegi€r (FTIR) de los RIA. La
mayor parte de los métodos utilizados para ellodwdm descriptos en la seccion
de métodos generales. A continuacion se describgaellos que son especificos

para el estudio planteado en este capitulo.
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4.2.2.1 Determinacion de fenilalanina amonio-lias@PAL)

El procedimiento de obtencion del extracto acewmny dosaje de

proteinas y actividad de POX y PPO, se han desceiptos métodos generales.

Una masa de2,000 g de cada polvo acetonico fue resuspendidbauber
borato 0,1 M (pH=8,8) utilizando una relacién egtoabuffer de 1:20 (p:v). Los
sistemas se mantuvieron con agitacion constantantitur30 minutos a una
temperatura de 5-7 °C; las suspensiones fueromw loegtrifugadas (10.000 rpm,
10 min, 7 °C) en una centrifuga Eppendorf (ModeB®4R, Eppendorf AG,
Hamburg, Alemania). En cada sobrenadante se elalactividad de PAL segun
Duan y col. (2007). El sobrenadante de cada mudsgadividido en dos
fracciones, en una se agrego el sustrato L-fenilaa(0,02 M) y se coloc6 en un
bafio a 37 °C y la fraccion restante fue colocadalenismo bafio sin sustrato
(blanco de muestra). Alicuotas (100) de cada muestra (mezcla de reaccion y
blanco de muestra) fueron extraidas al cabo de9®0,120 y 180 minutos de
reaccion. Un volumen de sustrato sin muestra filzeado como blanco de
reactivos. La actividad se evalu6 como el cambialzkorbancia a 290 nm en un
espectrofotometro UV (UV-Mini 1240, Shimadzu Comaarn, Kyoto, Japon) y la
actividad es definida como el cambio de absorbar{0i@01) por hora y

miligramo de proteina (AbUhmg* proteina).
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4.2.2.2 Determinacion del perfil de aminoacidos

El perfil de aminoéacidos fue obtenido mediante ex@accion con HCI 6
N (segun el Método 994.12, AOAC, 2000). Para elisisade hidroxiprolina, las
muestras fueron derivatizadas utilizando 9-fludreetil cloroformato y acido3-
mercaptopropionico (Henderson y col, 2000; Herleartl, 2000). La separacion
y analisis fue realizada por cromatografia de piesion en fase liquida, HPLC
(Cromatografo Serie 1100. Agilent, California, US#&ando una columna de C18
(Hypersil BDS Gold. Agilent, California, USA) de 246 cm y particulas de 5
mm. El cromatdgrafo estaba equipado con detectdludesscencia. Como fase
movil se utilizd una mezcla 40 mM-pdPO,, pH=7,8 (A) y metanol (B)
utilizando un gradiente lineal y comenzando co®m8@v:v) y finalizando, al cabo

de 10 minutos, con una mezcla 10:90 (v:v) de Ay B.

4.2.2.3 Turgor

Seis cilindros fueron equilibrados en distintas usiones de
polietilenglicol 400 (PEG) tamponeadas con bufiesfdto (0,02 M KHPQO, y
0,02 M K;HPQy). Las concentraciones de las soluciones de PEGelmar el
rango de 0,000 a 1,200 M. Un batch sin inmersién dejado como sistema
testigo de cada tratamiento. Todas las experienfti@ason realizadas por

duplicado. La relacién de peso de cada solucio®E& y del peso del tejido
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inmerso fue suficientemente alta (10:1 o0 mas) cpar@a mantener constante el

valor inicial de actividad acuosa durante el experito (Sajnin y col., 1999).

4.2.2.3.1 Medicion del volumen del tejido

Los volumenes (Y y pesos () iniciales se determinaron a partir de los
cilindros de remolacha fresca (sin inmersion). @bwmen del tejido (W y el peso
(mx) de los cilindros fueron determinados al cabo dé@@s de inmersion, una
vez logrado el equilibrio en las soluciones de PEAR2 °C. Los volumenes se
midieron por desplazamiento de la parafina liquethauna probeta de vidrio
calibrada (precision de 0,1 ml) y el peso se evaludna balanza analitica. Con

dichos datos se calculo el cambio relativo de velurf{\Vs-Vi)/Vi] y la variacion

relativa de peso [(pm;)/m;].

4.2.2.3.2 Célculo de la presion de turgor

La presion de turgor se calculo, para cada myesipartir de los cambios
de volumen ocurridos al equilibrarse en las difexesbluciones de PEG, segun la
descripcion de Sajnin y col. (1999), buscando laimma concentracion de soluto
donde ocurria la plasmdlisis incipiente. El polimartilizado (PEG) no es

absorbido a través de la membrana celular debido tamafo, por lo tanto el
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cambio de la presion de turgor se debe exclusivararitujo de agua. Debido a
que el agua si atraviesa la pared celular, se wbgéfenomeno de plasmaolisis en
el caso de pérdidas de agua extremas (Carpita.y1839). En el equilibrio, el
potencial de agua celulap)(se puede estimar a partir del potencial de aguasd

soluciones de inmersiéon de PEG, a través de laigrude Van't Hoff:

y=MiRT 41

donde M es la molaridad de la solucion de inmersiéorresponde al nUmero de
particulas que resultan de la disociacion de una&cntd de soluto involucrada (
= 1 para PEG en solucién acuosa), T es la temparatsoluta (K) y R es la

constante universal de los gases (0,008315 MP4d dml K).

El potencial osmotico del contenido celulat)(se relaciona al potencial

de agua de la respectiva solucion mediante laesiggiiecuacion:

yv=ys+W 42

donde W es la presion de la pared celular

W=-T

siendo T, la presidon de turgor celular (Stadelmatf66). La primera
concentracion de PEG donde ocurrio la plasmolisgspiente T=0), permitio

calculary® (el correspondiente potencial osmatico) a pdditas ecuacionesl
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y 4.2 Finalmente el potencial osmatico de las muestragji en cada solucion

(w9 de inmersion se pudo a partir de la relacion:

donde \§ y V son el volumen de muestra en la plasmdlisigiante y en una
dada solucion de inmersion luego de alcanzadowlile®, respectivamente. En
las soluciones de PEG, las células tratan de igealaotencial de agua en ambos
lados de la membrana solo por el movimiento de agsae las células hacia la
solucion externa o en la direccion contraria, ddme™o del caso. Este
movimiento de agua produce un cambio en el voludertejido. La condicion
isotonica corresponde a la concentracion de sqRIEG) en la cual el cambio
relativo de volumen (WV; /V;) es igual a cero. Luego, la presion de turgor del

tejido en cada caso, se estimo de las ecuacib@gs4.3 como:

T=[y (VV)]-(MIRT)

La elongacion de la pared celular fue evaluada como:

A= (VIVQ)™? 44

Y el esfuerzo de la pared celulr, como:

X tr=T.M2 45
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dondeX es el esfuerzo de la pared celular (MBags el espesor de pared celular

(m), r es el radio de la célula no presurizada (m) es la presion de turgor

(MPa) de acuerdo con Lin y Pitt (1986).

La relacion de la presiéon de turgdi) (el potencial osmético del contenido
celular (ys) y la elongacion X) y esfuerzo X) de la pared celular, fueron

evaluados segun Lin y Pitt (1986) y Rojas y cddO(® para cada muestra.

4.2.2.4 Ensayos mecanicos

4.2.2.4.1 Puncion

Los ensayos fueron llevados a cabo utilizandopreasa Instron modelo
3345 (Instron Corp, Norwood, Ma, USA) provista decelda de carga de 100
N. Se utiliz6 una punta plana de 2,5 mm de diamddara cada ensayo se

utilizaron diez especimenes de 15 mm de didmet®mym de alturaHy).

Se utilizé una velocidad de cabezal constanteOdenth/min. Las curvas
de fuerza-deformacion fueron recolectadas y utdbsapara evaluar la firmeza al
punto de fracturaFacura), Mmediante la relacion entre la fuerza de carg@)Fy

la deformaciond (m) correspondiente a dicho punto.

fractura

Fr = 46
d
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El ensayo de puncion, fue evaluado en los especéngatados con

radiacion gamma y en su sistema control.

4.2.2.4.2 Compresion

Los ensayos fueron llevados a cabo utilizandopreasa Instron modelo
3345 (Instron Corp, Norwood, Ma, USA) provista cewcelda de carga de 100 N
y se utilizé una punta plana de 30 mm de diaméaoa cada ensayo se utilizaron
diez especimenes de 15 mm de diametro (A = amediametré/4) y 10 mm de

altura Ho).

Se registraron las curvas de fuerza-deformacida pgaformaciones del
espécimen de 60 %, utilizando una velocidad delezab constante de 10
mm/min. Se evalué la fuerz&s] y la deformacion&H = Ho —H) al primer punto
de fracturaf) y se calcul6 el esfuerzo normal € F; /Area) y la deformacion de

Hencky ), calculada a través de la siguiente ecuacion:
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4.3 Resultados y discusiones

4.3.1 Pigmentos, color y enzima PPO

Las radiaciones ionizantes y no ionizantes cangit una importante
fuente exdgena de especies reactivas a oxigeno)(P&& losorganismos vivos
expuestos a ellas. En particular las radiacioneanga producen una amplia
variedad de especies radicalarias y no radicalaripartir de la ionizacién del
agua (radiolisis del agua) intracelular, generapdo ejemplo, electrones acuosos,
radicales®OH y H,O,. La remolacha roja acumula betacianinas, pringipate
betanina en el érgano de reserva, la raiz (SepillietEnez y col., 2004). Las
betalainas (betacianinas y betaxantinas) son lgsentos caracteristicos de la
raiz de remolacha roja. Los pigmentos presentdegen al tejido vegetal contra
los dafios causados por los rayos UV y la luz esibBdemas de la funcion de
pigmento (color) propiamente dicha (Yoshikazu y.,cB008). Las betalainas se
encuentran ubicadas en las vacuolas de las célelas plantas que pertenecen al
orden de lagCaryophyllales Escribano y col. (1998) determinaron la actividad
antirradicalaria de betacianinas y betaxantinassemfaron que la actividad fue
mayor para las betacianinas que para betaxantjredeynas, observaron cambios

de la actividad con el pH del medio de reaccion.

El contenido de betacianinas y betaxantinas fuatifitcado en los tejidos

de remolacha roja control (0 kGy) e irradiados (sti@es con dosis absorbidas de

1y 2 kGy) y se observo una fuerte disminuciéon pardosis de 2 kGyHigura
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4.2A). En particular, la concentracion de betaciandiasiinuyé con la dosis y de
manera significativa, en un 35 %, para las muestrd€sy mientras que la
concentracion de betaxantinas se incrementd pardosss de 1 kGy, pero
disminuyo para la dosis de 2 kGy, en ambos casasaera significativa en un
11 y un 19 %, respectivamente en relacion al casween el tejido control. Esto
muestra que el contenido de pigmentos puede soporéadosis absorbida de 1
kGy como se ve al considerar el contenido de pigosetutales (101 %). Por otra
parte, las barreras celulares antioxidantes dienosaldo positivo en la sintesis de
betaxantinas en este caso, mientras que los RGS,,(MOH) producidos en
respuesta a una mayor dosis absorbida (2 kGy) nuaesan una cantidad
significativa tanto de betacianinas como de betaxast disminuyendo
significativamente su relacion de 1,4 (en el sistecontrol) a 1,1 para las
muestras con dosis absorbidas de 2 kGy. Frenteohdervado, pareciera ser la
betacianina, mas sensible que la betaxantina fiemdeirradiacion gamma; esto
puede estar asociado a su mayor capacidad parar reti electron asi como
también a la mayor estabilidad y tiempo de vidarddical generado, segun lo
indicado por Escribano y col. (1998). Por otra @ald formacion de betanidina
(violeta) a partir de dopaxantina-quinona (am3ariladria ser llevada a cabo por
la accion de PPO (tirosinasa), enzima responsaleathbio de color de amarillo
a violeta. La enzima PPO también cataliza reacienda conversion de tirosina-
betaxantina a betanidina (Gandia-Herrero y col.520Por lo tanto, la caida del
contenido de betaxantina para la dosis de 2 kGgriposer explicada por el

incremento de la actividad de PPO. La ausenciamctemento de la actividad de
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esta enzima para las dosis 1 kGy, determinaria dgomconcentracion de

betaxantina para esta dosisigura 4.2B).
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Figura 4.2 (A) Concentracion de betacianinas y betaxantinasegesagas como mg por
litro de jugo de raiz de remolacha roja, segun daidabsorbida(B) Actividad de
peroxidasa (POX) y polifenol oxidasa (PPO) paradiatintas dosis de radiacibn gamma

absorbida.
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La disminucion del contenido de betacianinas, térem la mayor dosis
absorbida (2 kGy) fue coincidente con el incremeigaificativo de la actividad
de PPO para dicha dosis y la mas alta actividgeiQbé¢ (Figura 4.2B). Se sugiere
qgue el aumento de los niveles de actividad de Pigdepser en parte atribuido a
la necesidad de aumentar la actividad de tirosjnaesa compensar con mayor
sintesis el incremento del consumo de betacianynastaxantinas debido a los
radicales®OH y otros compuestos ROS generados en el tejidotera la

irradiacion.

No se observaron cambios significativos con raspet color en los
tejidos Tabla 4.2 al comparar los distintos parametros evaluados. \lalores
siempre se mantuvieron en la zona del rojo del a#speEstos cambios no
significativos en las coordenadas cromaticas peroahfirmar que el incremento
en la actividad de PPO para 2 kGFigura 4.2B), no se vio dirigida
principalmente a la biosintesis de melaninas y peniento enzimatico

(browning en este tejido, sino a la sintesis de los pigoseoonstitutivos.
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Tabla 4.2. Funciones de color (espacio CIELab) croma (C*) gudm de tono (h°),
evaluados en las muestras de tejido de remolaghacontrol (0 kGy) y tratadas con

radiacion gamma (1 y 2 kGy).

Dosis Lx1 - 1 ox1 ot
kGy)
0 10 £ 32 40+4a 17+5a 43 +52 22+47a
1 8+ 3a 38+4a 15+4a 41+£52 21 +5a
2 9,9+0,9 40+1a 17+2a 43 +2a 23 +5a

YValor promedio y desviacién estandar{0). Diferentes letras para la misma columna aic
diferencias significativas entre tratamientos (950,

4.3.2 Actividad de POX y PAL y composicion quimicae pared celular

El incremento de pD,, tal como ocurre luego del tratamiento con
radiacion gamma (LaVerne, 2000), puede ser comtpodm los tejidos vegetales
por la enzima peroxidasa (POX), a través de lodogididroxilicos y
peroxidativos. La POX puede considerarse como nzan@ bifuncional ya que
es capaz de oxidar diversos sustratos en presgémc¢igO, y también compuestos
ROS, que estan implicados en el corte de polistmstiales como las pectinas y
los xiloglucanos de las paredes celulares pararli@wabo el proceso natural de
elongacion celular (Fry, 1998). En este estudioadavidad de POX aumento
significativamente con la dosis de radiacion ganaisorbida FFigura 4.2B). Por
otro lado, el contenido total de compuestos feon6lide pared celular, asi como
los componentes no ferulicos de los mismos, aum@antn concentracion para la

menor dosis (1 kGy), mientras que la concentradidminuyo para la dosis de 2
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kGy respecto a la muestra control. Siendo estemaltambio significativo s6lo en
el caso de los fendlicos totales de pared. La cura@on de acidos ferulicos,
calculada como la diferencia matematica entre lakciones previamente
mencionadas, mostré una tendencia similar, pero digarncias no fueron

significativa Figura 4.3A).

El contenido de lignina determinado en el resithsoluble en alcohol
(RIA) extraido de los tejidos de remolacha roja, tntogna tendencia similar a la
observada para el contenido de fenoles totalesadeatded celular, aunque las
diferencias no fueron significativag-igura 4.4A); el contenido de celulosa
mostro también una tendencia al aumento luego dealdiacion Figura 4.4B).
De Lara y col. (2006) determinaron que los camiasfoldgicos/estructurales,
tal como el entrecruzamient@rss-linking entre las cadenas de polimeros,
parecieran justificar el efecto de la radiacion gensobre la permeabilidad de
membrana de celulosa a electrolitos tales como Nackl presente trabajo, los
compuestos fenolicos totales de la pared celuldrigo haber aumentado después
de una dosis de 1 kG¥i@ura 4.3A) como respuesta del tejido frente al aumento
del consumo de estos, como donadores de electeonet ciclo peroxidativo,
debido a una mayor la actividad de POX y a fin denthuir el HO, acumulado
luego de la exposicion a la radiacion gamma. Esagomactividad de POX
también podria promover la polimerizacidon de loscprsores de la lignina
(compuestos fendlicos) en la pared celular dedpdas de remolachas irradiados

con dosis de 1 kGy. La POX Clase lll es capaz ddapxuna gran variedad de
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sustratos fisiologicos (por ejemplo, acido ferllicalemostrando poca

especificidad de sustrato (Price y col., 2003).
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Figura 4.3 (A) Contenido de fenoles totales, no ferulicos y fead, expresados como
gramos de acido galico equivalente (AGE) cada ¥8fhgs en base seca (bs) de residuo
insoluble en alcohol (RIA) ¥B) actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasAL(P
determinada en los tejidos de raiz de remolacha eoptrol (0 kGy) o tratado con

radiacion gamma (dosis 1y 2 kGy).
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El acido ferulico a menudo se encuentra estedficalos polimeros de la
pared celular en los tejidos vegetales y es un bustrato para la enzima POX de
vegetales. Las enzimas peroxidasas son por lo,tpnttcipales actores en la
formacion de uniones diferulato, que se producergduee la oxidacion
protagonizada por los radicales ferulicos libreshidrodimeros de acido ferulico
derivados de la combinacidén de radicales, han isidotificados en las paredes
celulares de tejidos vegetales (Oudgenoeg y c002R particularmente, en las
raices de remolacha azucarera (Levigne y col., 2p0dinolacha roja (Strasser y
Amado, 2001). Dos dimeros de unidades de arabiviosalladas por uniones
(1-5) esterificados por un dimero ferulico central 8Queron identificados por
Levigne y col. (2004) en estudios de las paredetaslecélulas de remolacha
azucarera; ello indica que los arabinanos péctipogden entrecruzarse
covalentemente a través de dehidroferulatos. Baydouaol. (2004) reportaron
gue el tratamiento de pectina de remolacha azwcarentro con POX y HO,
causO una disminucion del 90-95 % en el contenidlandnomeros ferulatos.
Estos autores observaron ademas, una pérdida neteededor del 50 % de los
grupo fendlicos (mondémeros y dimeros), durante f@edzacionin vitro, aunque
esta proporcién puede variarvivo debido a las macromoléculas presentes en la
red de pared celular. En el tejidm vivo, la sintesis de fenoles puede ser
incrementada como consecuencia de la estimulaciola data enzimatica en
respuesta al aumento de los requerimientos decemteamiento de biopolimeros
de la pared celular. Sin embargo, en este tralmjbala actividad de PAL

detectada no permiti6 observar cambios significaticon la dosis absorbidas
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(Figura 4.3B). Baydoun y col. (2004) también determinaron guedntidad total
de dehidrodimeros formados es fuertemente depdadienla concentracién de
H.O,, pero no de POX. Las variaciones en la conceidnade HO, tuvieron un
gran efecto especialmente a bajas concentracidksnas, observaron que la
cantidad total de dehidrodimeros formados alcanzé maximo para
concentraciones proximas a 0,3 mM dgOKHYy luego, a concentraciones mas
altas, cayo a un nivel proximo a dos tercios dekimé. El incremento de la
concentracion de ¥, hasta 35 mM no produjo ulteriores cambios sigatfi®s
en la dimerizacion. Estos eventos podrian justifigaariacion en el contenido de
ferdlicos con las dosis absorbidas en los tejidogsed®lacha roja evaluados en
este trabajo, ya que cada dosis produce un nigghti de HO,, controlado por
el aumento de la actividad de POX. Por otro ladodimerizacion de ferulatos
puede ser también un punto de partida para la thawédn de compuestos
fendlicos y formacién de lignina. Por lo tanto eladp y la naturaleza de
lignificacion también pueden ser grandemente imitiselos por la concentracion
de HO, derivada de la irradiacionFigura 4.4A). En cultivos celulares en
suspension ddéPinus taeda la sintesis de lignina fue correlacionada con la
generacion del co-sustrato oxidantgOb] segun lo reportado por Oudgenoeg y
col. (2002). Se sugiere, en la presente investigague los radicales monolignol
y lignina pueden acoplarse bajo uniofe®-4 para formar intermediarios metide
guinona, que son estabilizados por la adicion aéedfilos (agua, acido urénico,
azucares neutros) formando estructuras sustituaess gruposa-hidroxil o

entrecruzars con polisacaridos de la pared celularoteinas mediante uniones
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bencil-a-ester, de acuerdo a lo indicado por Grabber (20Gb)xdicion de agua
es coherente con las etapas iniciales de la lggwidn, dado que un medio
hidrofilico existe en la red de polisacaridos dedaed celular, como ocurre en
este trabajo con el tejido de remolacha roja iadoli La eficiencia de captacion
de radicales por la lignina también ha sido recmwog algunas relaciones de
estructura-actividad también han sido propuestastéu y col., 2003; Dizhbite y
col., 2004). La conexion entre los efectos antidx@hos de la lignina Kraft y la
actividad captadora de los radicales de su fracednble también ha sido

mencionada por Dizhbite y col. (2004).
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Figura 4.4 (A) Contenido de lignina(B) contenido de celulosgC) contenido de
hidratos de carbono no celulésicos y &cidos uréni@lJ), expresados como gramos
cada 100 gramos en base seca (bs) de residuo blesokn alcohol (RIA) y
correspondientes a los tejidos control (0 kGy)ayalos con radiacion gamma (dosis 1y
2 kGy).
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El contenido de acidos urdnicos (AU) en los residdespared celular
(RIA), asi como el alto grado de acetilacion depastinas (GA=73 %), tipico de
raiz de remolacha (Dongowsky, 2001) no mostrarombéas luego del
tratamiento del tejido con irradiacion gamma pasadosis 1 y 2 kGyHgura
4.4C; Tabla 4.3. ElI alto grado de metilacion (GM) se incrementé
significativamente en las pectinas correspondieates dosis de 1 kGy. El
contenido de humedad del RIA mostré una disminusig@nificativa (p<0,05)
para la dosis de 2 kGy, aunque el contenido de Hadhde los tejidos irradiados
fue semejante al del tejido sin trata8% g/100 g de tejido). Rastogi (2005)
observé que la difusividad efectiva del agua edéshidratacion fue mayor para
zanahorias previamente irradiadas debido a la rapterdas paredes celulares por
el tratamiento. En nuestro caso, no es cohererdgeiaasla disminucion del
contenido de humedad observado en el RIA de lastnasede 2 kGy con una
ruptura de las paredes celulares, pero si podri@asise a una menor retencion de
agua por parte de los polisacaridos debido a lasee@nzamientos entre los

polimeros de la pared celular a consecuencia ataintiento de irradiacion.
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Tabla 4.3. Composicién quimica correspondiente a los residosslubles en alcohol

(RIA) extraido de los tejidos de remolacha rojatadn(0 kGy) y tratadas con radiacién

gamma para las dosis de 1y 2 kGy.

0 kGy 1 kGy 2 kGy
% Residuo Insoluble en Alochol
(g RIA / 100 g tejido) 3,9+0,8 35+0,9 4,008
Contenido de humedad de RIA*
g H,0/100 g RIA (bs) 3,5+0,3 3,4+0,2° 25+0,1°
Grado de metilacion de pectinas
presentes en RIA (GM)12 79,0+2,0%  862+06° 80,4+0,9°
Grado de acetilacion de pectinas
presentes en RIA (GA)13 74 +3° 71+1° 72 £1°
Proteinas !
(g BSA / 100 g RIA bs) 9,0£06  98:03"  86+04°
Hidroxiprolina
(mg/100 g proteina de RIA, bs) 5,467° 4,325" 4,621°
Tirosina
(mg/100 g proteina de RIA, bs) 4,449° 4,014° 4,878
Contenido de hidratos de carbono en la
fraccién soluble en agua (% bs)! 100+1° 105 + 3° 103 +5°
Contenido AU#en la fraccion
soluble en agua (% bs) 11,3+06° 136+0,2° 128+06%
GM de pectinas de la fraccién ab a b
soluble en agua1 63+2 67 +3 60+1
Contenido de hidratos de carbono en la
fraccién soluble en NaCl (% bs) 102 £ 22 98 +3° 101+7%
Contenido AU en la fraccién
soluble en NaCl (% bs) 165+0,1* 19,7403  27,6+0,7°
Porcentaje de RIA solubilizado luego del
tratamiento Na,CO3a 4 °C, 16 h! 4,6+0,3" 3,8+0,3" 2,7+0,1°
Porcentaje de RIA solubilizado luego del
tratamiento con Na;COz a 20 2C, 2 h! 3,3+0,1° 3,6 +0,2° 2,3+0,1°

! valor promedio y desviacién estandar=8). Diferentes letras en la misma linea indican

diferencias significativas (p<0,05).

2GM: Expresado como la relacién porcentual del niander moles de metanol y nimero de moles

de AU cada 100g de RIA.

3GA: Expresado como la relacién porcentual del néneer moles de acetilos y nimero de moles

de AU cada 100g de RIA.
4 AU: contenido de acidos urénicos.
bs: base seca
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El contenido de proteinas de pared celular, edalea los RIA, no mostro
diferencias significativas entre el control y legdos irradiadosTabla 4.3), pero
Si se observo una variacion significativa entrenfastras con dosis absorbidas
de 1 y 2 kGy, siendo mayor el contenido para lasdde 1 kGy. Los radicales
hidroxilos, generados por la radidlisis del agudagecélulas y también a través
del consecuente aumento de la actividad de POX, cemsiderados lo mas
reactivos en los sistemas bioldgicos. El ataquéosl®OH a las proteinas mas
cercanas que lo rodean, permite formar una serieamepuestos, como la
hidroxiprolina, el semialdehido glutamato y otr&mn embargo, una tendencia a
un menor contenido de hidroxiprolina fue encontraddas proteinas aisladas de
la pared celular de los tejidos de remolacha ia@al respecto al control, aunque
fue mayor para la dosis de 2 kGy que para la dlesis kGy y el mayor contenido
de tirosina fue encontrado en las proteinas del ®ikkespondientes al tejido de
remolacha roja con dosis de 2 kGhabla 4.3). La oligomerizacién del acido
ferdlico catalizada por POX fue informada por Oudgegn y col. (2002). Ellos
determinaron que la POX induce el entrecruzamietéd acido ferdlico
conduciendo a oligomeros superiores cuya unionpidos de tirosina, van a
proveer las bases espaciales para el anclaje obeale grupos fenoles sobre la
tirosina en las proteinas de pared celular dedpdos vegetales; esto apoya la

hipotesis del anclaje-guiado en el proceso de moiracion de lignina.
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La produccion de ROS relacionada con el estrésiém@s requirida para
el rapido entrecruzamiento de los componentes dedpeelular incluyendo las
glicoproteinas ricas en hidroxilprolina (HRGPsk lzuales forman parte de las
defensas primarias de las plantas. Las extenssi&sjo el grupo HRGPs mas
estudiado, son secretadas en el apoplasto comomeoo® solubles donde la
lisina cargada positivamente y los residuos deadimst protonados, se cree que
interactian idnicamente con los acidos uronicosatnegmente cargados de las
pectinas. La solubilidad de la red pectina-extengnala extraccion salina
disminuye rapidamente luego de estimulos exterralestcomo heridas,
infecciones o presencia de inductores, resultada d&idacion (covalente) en el
entrecruzamientacfoss-linking de extensina. La formacion resultante de una red
(covalente) de extensina es un proceso mediad®@ot dependiente de,B».
Este mecanismo que ha sido propuesto involucraablamiento mediado por
POX de los residuos de tirosina de extensina paraar uniones isoditirosina

(Fry, 1986).

4.3.3 Andlisis por FTIR

El analisis por FTIR de los RIA obtenidos a padtrlos tejidos control e
irradiados Figura 4.5 no revelaron diferencias que muestren la aparicion
cambios en entrecruzamientos de pectinas ferulailpozsentes en los materiales
de la pared celular de todas las muestas, comossgvaba través de la banda en

1520 cmt', presente en todas las muestras y ausente entiagpeitrica (Synytsya
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y col., 2003) que también se muestra con finesodgparacion en l&igura 4.5.
Entre 1020 y 1170 ciy) la banda correspondiente a la celulosa enmasasra
sefales caracteristicas de pectinas en la zomauela digital (1200 a 900-850
cm?) tales como los picos de los esqueletos poligai@oicos a 1020 y 1105 ¢m

! (McCann vy col., 1992). Picos tipicos de celulosd062 y 1110 cim que
corresponden al estiramiento asimétrico de loscesnlg@lucosidicos asi como el
hombro a 985 cih se pueden observar en su zonahdella digital La
contribucion de la celulosa también puede obsesvar§390 cr), sefial ausente
en la pectina citrica. El agua adsorbida en latin@ecde la pared celular da lugar
a un pronunciado pico a 1650 ¢fWilson y col., 2000), el cual enmascara una
ancha banda que aparece generalmente a 1615-165panel estiramiento del
carbonilo de los grupos carboxilicos (no-esterifcs® de galacturonico y
glucurénico, en el caso de residuos pectinicos etieolacha roja (Strasser y
Amado, 2001). La banda atribuida al estiramient® @aracteristico del grupo
carboxilo esterificado se observé en 1740'cogomo una Unica banda principal.
La ancha banda del estiramiento del grupo -OH feetzuencia de= 3430 cn,
informada como caracteristica de los polisacarispared celular (Coimbra y
col.,1999), pudo ser observada asi como tambiémueciaa banda, pero mas corta
a 2940 crit, la cual corresponde al estiramiento -OH del gregmboxilico, ambas

también presentes en la pectina citrica.
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Figura 4.5 Espectros FTIR obtenidos de los residuos insadublealcohol (RIA) de los
tejidos de raiz de remolacha roja control (0 kGyayados con radiacibn gamma (dosis 1
y 2 kGy). Con propdsitos de comparacion, se muedtespectro de la pectina citrica

(Synytsya vy col., 2003).

4.3.4 Caracterizacion por extracciones secuenciales

La extraccion secuencial de los polimeros de peetdar se llevo a cabo
a partir de los residuos RIA obtenidos de los tsjide remolacha roja control y
tratados con radiacion gamma, comenzando con ad&a°& (Brett y Waldron,
1996). La fraccidon extraida de RIA soluble en aguapresentd variaciones con
la dosis absorbida F{gura 4.6); estas fracciones estaban esencialmente
constituidas por hidratos de carbord @0 %) y en ellos se presenta una porcién

pequefia de acidos uréniced 8 %) altamente metilados 63 %) (Tabla 4.3). Se
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sabe que el agua extrae las pectinas débilmentasum las paredes celulares

(Fry, 1986).

La proporcion de polimeros ionicamente unidos, ipaaxtensina,
extraidos por la solucion de NaCl 0,136 M (Fry, @;9Brett y Waldron, 1996),
disminuyo significativamente con el aumento de &sisl Figura 4.6). Los
polimeros de la pared celular extraidos por lacsdtude NaCl 0,136 M, se
hallaron esencialmente constituidos por hidratogatéono £ 100 %) con una
menor proporcion de acidos urbnicos, que se obseamentada
significativamente con la dosi$d4bla 4.3. Ribero y col. (2006) informaron que
el incremento mediado por,@, de la resistencia de la pared a la digestidn, astab
acompafiado por la formacion de una red insolubleextensina en la pared
celular del tejido de wuva. Bradley y col. (1992) ommharon que el
entrecruzamiento de la extensina comienza pocostosindespués de que se

produce estrés en el tejido vegetal.
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Figura 4.6. Porcentaje de residuo insoluble en alcohol (Ri#)lsilizado luego de cada
extraccién secuencial con: agua, NaCl (0,136 M)TED50 mM) y NaCO; (50 mM) a 4

y 20 °C. Los resultados corresponden a los sisteorasol (0 kGy) e irradiados (dosis 1
y 2 kGy).

A pesar que no se observaron diferencias signifecmten la extraccion
acuosa de los polimeros de la pared celular d&Rléscontrol y tratados con
radiacién gamma, la solubilizacion en CDTA de pexi unidas por C3
aumento significativamente con la dosis de irrddrma@bsorbida Kigura 4.6).
Por lo tanto, la irradiacion parece contribuir téénbal aumento de la adhesion
célula-célula a través del aumento de unionescaltilas regiones de la laminilla
media (Vincken y col., 2003). Marry y col. (200&)servaron ademas, que no
s6lo las regiones homogalacturonano unidas conocale las pectinas son

importantes para la adhesion célula-célula en jelotele remolacha azucarera,
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sino que la presencia de puentes covalentes feedgi@r en las cadenas laterales
de arabinogalactanos, también contribuyen. Elleden ser removidos a través
de los sucesivos tratamientos de extraccion cailC@®aa 4 °C y 20 °C. Se sabe
que la fuerza mecanica que caracteriza a los tefidaaiz de remolacha luego de
la coccién en agua hirviendo, esta asociada a @atinps diferuloilato, antes
mencionadas, las cuales se encuentran en la l@mmédia y en las esquinas
(cornes)célulares (Waldron y col, 1997a,b; Marry y col08R Las siguientes
extracciones realizadas en este trabajo, con solweguosa de N@O; a 4 y 20
°C, s6lo mostraron un porcentaje significativamentenor de polisacaridos
extraidos para los residuos RIA correspondientdsjialo de raiz de remolacha
con dosis absorbida de 2 kGyapla 4.3y Figura 4.6). Los polisacéaridos de la
pared celular solubilizados secuencialmente en CHT&CO; (4 °C-16h; 20
°C-2h) fueron analizados quimicamente y se obsque estaban constituidos
s6lo por acidos uronicos. Las extracciones con NEDHN) e KOH (1 y 4 M) no

mostraron diferencias para los RIA evaluados.

4.3.5 Evaluacién textural

El aumento significativo de entrecruzamientosogs-linking entre los
polimeros de pared celular en respuesta a la r@digamma se evalué a traves
de los ensayos mecénicos llevados a cabo en lastnamiale tejido control y

tratado y por estudios de turgor de las células.
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4.3.5.1 Ensayo mecanico de compresion

Como se puede observar enTlabla 4.4, el tratamiento de irradiacion
incremento el esfuerzstres$ de compresiona) en el primer punto de fractura

(bioyield point) pero no modifico el valor de la deformacion denéley En).

Tabla 4.4. Pardmetros evaluados a partir de las curvas deafaieformacion obtenidas
del ensayo de compresion del tejido de raiz de learha roja sin tratamiento (0 kGy) y

tratadas con radiacion gamma (dosis 1y 2 kGy).

Dosis Deformacion de
1
-4
(kGy) Esfuerzo 104 (Pa) Hencky (ex) 1
0 9,2+0,5 0,23 + 0,052
1 11 +1b 0,22 £0,072
2 11 +1b 0,24 0,072

valor promedio y desviacién estandar$). Letras diferentes para una misma
columna indican diferencias significativas@®D5).

4.3.5.2 Ensayo mecanico de relajacion

El ensayo de relajacion a deformacion compresivestante, para tejidos
no fracturados, mostré cambios en la fuerza dgadam normalizadaH(t)/Fo)
con el tiempo para los distintos tratamientos, @l due ajustado al modelo
mecanico constituido por dos elementos de Maxwalhyresorte libre R../Fo)
(Tabla 4.5. La fuerza residual relativa de relajacidf./Fo) se incremento

significativamente después del tratamiento de im@dn (Tabla 4.5, mientras
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que el componentE,/F,, fuerza relativa asociada al mayor tiempo caréstieo
de relajacion 1;), disminuyd significativamente con el aumento dedbsis
absorbida Tabla 4.5. Esto indica la relacion inversa entre la pérdidaenergia
mecanica por el flujo y la dosis, lo que es coherenn el incremento de la fuerza

residual relativa de relajacioR.{/Fo).

Tabla 4.5 Ensayo de relajacion a compresion constante. Rardsnobtenidos del ajuste
al modelo mecanico de Maxwell generalizado paratéfisos de remolacha roja sin

tratamiento (0 kGy) y tratados con radiacién ganfasis 1y 2 kGy).

Dosi
(k(g;fs; E/Eo(%0)?  w(s)'4  FfFo(%)'?  Ta(s)4 FofFo (%)'2
0 4862 692+1822  10£2% 22 + 5 41+ 8
1 36+£11> 7302472 9+1a 28 + 4oc 54+ 11
2 269 606+ 2242 9 £ 2 28 £ 7 64 £ 11b¢

Yvalor promedio y desviacién estandar@). Letras diferentes para una misma columna amdic
diferencias significativas (p<0,05).

Fuerza de relajacion relativa correspondieritésimo cuerpo de Maxwell.

3Fuerza de relajacion relativa a tiempo infinito.

“1;: tiempo de relajacién correspondienté-ésimo cuerpo de Maxwell.

La fuerza residual relativd{/Fo) y la fuerza relativa correspondiente al
primer elemento de MaxwelF{/Fo), se hallaron inversamente relacionadas y en
una relacion similar y esto se puede observar efigara 4.7A. Ello puede
asociarse al aumento de elasticidad del tejido Eondosis absorbida v,

consecuentemente, con el aumento de la densidedtgeruzamientos (McEvoy

y col., 1985; Grassi y col., 1996; Narine y Maramgd999), en parte atribuida a
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la insolubilizacion de la red pectina-extensina lan pared celular como
consecuencia de una mayor actividad de POX en rsigpaéincremento de la
produccion de kD, (Figura 4.2B) y ademas al aumento de pectinas unidas por
calcio, en la region de la laminilla media de laegpacelular, en el tejido luego de
la irradiacion. Las fuerzas residuales de relajafitaifi-o) mostraron una relacion
directa y significativa con la actividad de POKigura 4.7B). Lo mismo se

observo para el primer elemento de Maxwé&l/Ey) con respecto a la misma

enzima.
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Figura 4.7 (A) Relacion entre la fuerza de relajacién relativi@mpo infinito y la fuerza
de relajacion relativa correspondiente al primeerpa de Maxwell.(B) Relacion de
(Fo/Fo) y (F1/Fo) con la actividad de peroxidasa (POX) determinasindos tejidos de

remolacha roja control y tratados con radiacionmanidosis 1y 2 kGy).
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4.3.5.3 Influencia del turgor en el comportamientanecanico de compresion

Como la reologia de los tejidos es dependientéadmecanica de las
células individuales y suponiendo que el volumenad@uestra y el volumen de
la célula son proporcionales, la relacion esfueleimrmacion de la pared celular
derivada del cambio de la presidn de turgor ertdpdos, permitié cuantificar el
esfuerzo de la pared celul&idura 4.8) de acuerdo a Lin y Pitt (1986). El tejido
control de remolacha no mostré diferencias sigaiifi@s en la resistencia de la
pared celular a pequeias elongacionggKigura 4.8), seguido por un marcado
incremento desdeA = 1,30 (30 % de deformacion) y hastal,33 (33 % de
deformacion). Una disminucion de la velocidad de enbm del esfuerzo se
observé finalmente hasta = 1,40 (40% de deformacion), lo que indicé la
capacidad de la pared celular para deformarse @ajaliciones hipotdnicas,
permitiendo la mayor captaciéon de agua. Este evputme estar evaluando el
desempefo de la matriz péctica para permitir elstng viscoso (deformacion) de
la red microfibrilar de celulosa-xiloglucano, respable de la contribucién

elastica a la respuesta mecénica de la pared c@Rdg@s y col., 2002).

A pesar de que los tejidos tratados con radiaciamnga también
presentaron baja resistencia de la pared celulpegaefias elongaciones, ella
siempre fue mayor que la del tejido contrBlglra 4.8). La resistencia de la

pared celular de los tejidos tratados por irradiade incrementé &2=1,12 (12%

de deformacion) para la dosis de 1 kGywy=l,14 (14% de deformacion) para la
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dosis de 2 kGy mostrando mayor resistencia derledpeelular para las muestras
de 1 kGy hasta =1,19 (19 % de deformacion). Luego de esto, la emide la
pared celular de todos los tejidos irradiados adéneconsiderablemente
observandose que el esfuerzo o resistencia deda pelular alcanzé valores de
0,46 MPa sin cambio significativo en la elongac&mun 19% X =1,19). Esto
explica el alto esfuerzo observado en el ensaymd®resion en el primer punto
de fractural§ioyeild point)para los tejidos tratados con radiacion gammatdran
la misma deformacién delencky que las muestras controlgbla 4.4). Ello
podria estar indicando que la matriz de pectinparmitié una gran deformacion
que tolere una maxima captacion de agua en la @ondipotonica del tejido, lo
cual es coherente con la mayor cantidad de peainmass por calcio, asi como
con cierta formacion de una red pectina-extengieatro de la cual la red de
celulosa-xiloglucano se extiende, tanto como Ipasitido a través de puentes
de hidrégeno. La red es sindbnimo de una estrudigmificativamente menos
transiente, que en este caso involucra enlacederea derivados de procesos
oxidativos mediados por la actividad de POX y dejparte de HO, (Fry, 1986).

El entrecruzamiento de las pectinas llevo, en careseia, a presiones de turgor
mas altas en los tejidos tratados con radiacionnganPitt y Chen (1983)
observaron que a mayor presion de turgor dismilaudgeformacion a fractura en
los tejidos de manzana, pero el esfuerzo a fractarse veia afectado. Como la
lignina se encuentra localizada en las paredesapeany secundaria de células
vegetales especificas (Oudgenoeg y col., 2002) ka @nesente investigacion se

observd una sintesis de la misma luego del tratdamide irradiacion, esto
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también podria contribuir al aumento de la rigidéservado en la pared celular

de los tejidos tratados.
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Figura 4.8 Relacion del esfuerzo y la elongaci@y de la pared celular determinados en
de tejido de remolacha roja control y tratados reatiacion gamma (dosis 1y 2 kGy) en
ensayos de estrés osmotico. Se muestra la presidurgbr calculada en cada tejido y

también la posicion de la condicion isoténica.

4.3.5.4 Ensayo mecanico de puncion

El ensayo de puncion en los cilindros de tejidordie de remolacha
mostré que las muestras con dosis absorbida dey? p@sentaron la menor
firmeza (fuerza/deformacién) con respecto al tejamtrol (Tabla 4.6). De
acuerdo a los resultados obtenidos de la evaluagguncion, se puede concluir

que probablemente, los consumidores no notariaeredi€ias entre los

114



tratamientos, dado que esta prueba no mostré dde® significativas ¢o0,05)
de la firmeza de los tejidos tratados respectejala control. Cabe recordar que
la fuerza de puncidén no solo evalia el componente ple compresion sino

también los componentes de cizalla y corte (Bout882).

Tabla 4.6.Firmeza evaluada ensayo de puncién para los sefidaaiz de remolacha roja

control (0 kGy) y tratados con radiacion gamma iglbds/ 2 kGy).

Dosis Firmeza x 103
(kGy) (N/m)"

0 6,9 £0,7ab

1 7,2+0,9

2 6+1b

valor promedio y desviacion estanda§).
Letras diferentes indican diferencias significatiyp<0,05).

4.3.6 Caracterizacion microscopica del tejido

Como se puede observar en la imagen de microsopfia de laFigura
4.9A, las células del tejido vivo de raiz de remolaotidadas a diferentes niveles,
mostraron un continuo de paredes celulares espadeando el contenido celular
uniformemente tefido, lo cual puede ser atribuitidoaoplasto de la vacuola
responsable de la presion de la pared celular iyJgptanto, al desarrollo de la
presion de turgor. La laminilla media no mostré sapan en el continuo de

pared celular.
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Una microestructura similar mostré el tejido iradb para la dosis de 1
kGy (Figura 4.9B), con engrosamiento de la laminilla media en lasnes tri-
celulares ¢orners o esquinas). La pared celular mostré continuidadlaan
muestras de tejido de remolacha para la dosis 86y (Figura 4.9C). Sin
embargo, en las uniones tri-celulares se preseatadntemente, separacion de la
laminilla media y podria estar asociada a la gem@made espacios de gas
intercelulares (Roland, 1978) probablemente deladana mayor actividad
metabolica. Las fuerzas de separacion celularesestutidas por la introduccion
de espacios intercelulares y decrecen aun mas cwgiod se expanden (Jarvis,
1998). Cuando se rompe la adhesion entre las sétidaos tejidos vivos, ello
ocurre bajo un estricto control del desarrollo o pgparacion en las uniones tri-
celulares especificas, controlados ambos mecanigoosaccion enzimatica.
Donde una unidn tri-celular se ha abierto paralutgar a un espacio intercelular,
se refuerzan las zonas con polisacaridos de psasteucturalmente semejantes a
aquellos de las uniones tri-celulares de origenci@mles estan presentes a lo largo
del espacio de union entre las tres células. Dereanera, las plantas superiores
han desarrollado un sistema polimérico definidoogalizado, para evitar la

separacion de células como consecuencia de laprésiturgor (Jarvis, 1998).

El analisis por microscopia electronica de trasgmi (MET), mostré la
integridad de la membrana plasmatica en los bod#esas paredes celulares
(Figura 4.9D,E,F), donde algunas organelas fueron empujadas poneplasto

intracelular. Las paredes celulares del tejidorobiiFigura 4.9D), asi como la de
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los tejidos con dosis absorbidas de 1 k@&yggra 4.9E) y 2 kGy Figura
4.9F,G), presentaron leve densidad electronica en laadibongitudinales y
paralelas a ambos lados de la laminilla media ns@sira. Los plasmodesmos
fueron observados frecuentemente en los tejidosdosis de 2 kGyHKigura
4.9G) con la intensidad de tincion que caracteriza glemntes citoplasmaticos y
rodeados por el reticulo endoplasmatico intraceliga (Figura 4.9F,G). Estas
areas constituyeron puntos de refuerzo de la awtheslular (Hallett y col.,

1992).
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Figura 4.9. Imagenes de microscopia oOptica (MO) de los tejidows de raiz de
remolacha roja (0 kGy(A) y tratados con radiacion gamma (dosis absomBidbkGy y

C: 2 kGy). Imagenes de microscopia electronica destnision (MET) tomadas de los
tejidos de remolacha control (0 kGyP) y tratados con radiacion gamma (dosis
absorbidéE: 1 kGy; yF-G: 2 kGy).

MO: las flechas indican la laminilla media (ML) y esps de gas (GS).

MET: en la imagerE las flechas indican cdmo el contenido celular egpwgado contra la
membrana celular a lo largo de los bordes de ladpaelular (CW) de cada célula vecina. La
imagenF muestra la mitocondrigM) y el reticulo endoplasmatico liI(6ER). La imagerG
muestra el area del plasmodesmo entre célulasgecastiy las flechas indican algunos puentes
citoplasmaticos.

Barras = 1Qum (A-C); barra = Jum (D-G).
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4.4 Conclusiones

El contenido de betacianinas y betaxantinas detewhois en el tejido de
raiz deBeta vulgarisL. var conditiva luego del tratamiento con radi@cgamma,
mostré una marcada disminucion para la dosis aleods 2 kGy. En particular,
la concentracion de betacianinas disminuy6 corm$isdy de manera significativa,
en un 35 %, para 2 kGy. La concentracion de betaemostré un incremento
para la dosis de 1 kGy y una disminucion para 2 ,k@&ybos cambios
significativos en un 11 % y un 19 % con respectooakenido en el tejido control.
Considerando el contenido de pigmentos totalexbservé que los pigmentos

presentes en el tejido de raiz de remolacha pusajmortar una dosis de 1 kGy.

En general, no se observaron cambios significatoms respecto a los
parametros de color entre los tejidos tratados yrabnAdemas, los valores
estuvieron siempre en la zona roja del espectroaferdo a los resultados
obtenidos, el incremento de la actividad de PPOlasnmuestras con dosis
absorbida de 2 kGy, no se desvié principalmenta bidsintesis de melanina y
pardeamiento enzimatico en el tejido de remolasi@ hacia la sintesis de
betacianina-betaxantina contribuyendo a superasteés oxidativo sufrido por el

tejido luego de la absorcion de dosis bajas decaiti gamma.

La actividad de POX aumenté significativamente tilosis absorbida.

Por otro lado, el contenido de fenoles totalesad@dred celular asi como los
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componentes no ferulicos, aumentaron frente a leés des 1 kGy mientras que
disminuyeron para la dosis de 2 kGy con respectooatenido en el sistema
control, siendo los cambios significativos en egtémo caso soélo para el
contenido de fenoles totales. La concentracioreddi€os muestra una tendencia

similar, pero la diferencia fue solo significatiatre las muestras tratadas.

El contenido de lignina en los residuos insolulgleslcohol (RIA) mostré
una tendencia similar a la del contenido de fenmtdes de la pared, aunque las
diferencias entre los tratamientos no fueron sigptias. ElI contenido de
celulosa, por su parte, mostré una tendencia desiatianton la dosis absorbida.
La baja actividad detectada de la PAL no mostrébtasnsignificativos con la
dosis. El contenido de acidos urénicos, asi comsleslado grado de acetilacion
caracteristico de pectinas provenientes de raized®lacha, no mostraron
cambios a posteriori del tratamiento de iradiaci8Bm embargo, el grado de
metilacion se vio ligeramente incrementado, pem dignificativamente mayor
s6lo en las pectinas de la pared celular correseoteda la dosis de 1 kGy. Un
menor contenido de humedad se encontré en los Ri#jalos tratados con dosis
de 2 kGy; esto puede ser atribuido a un mayor gadentrecruzamiento entre los

polisacéridos.

El analisis de FTIR de los RIA obtenidos a partirlake tejidos control e

irradiados, no mostro diferencias debidas al tragato.
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La extraccion secuencial de polisacéaridos de ladeelular mostré menor
proporcion de pectina-extensina ionicamente unidaury aumento del
entrecruzamiento mediado por calcio de las pecpags los tejidos tratados. Ello
contribuiria al aumento de la adhesion entre cglyla la resistencia de pared. Las
modificaciones quimicas producidas en las pareelegaces como respuesta a los
elevados niveles de.B, y a la actividad de POX fueron visualizadas como u
aumento del comportamiento elastico de los tejidasliados y un aumento de
rigidez de las paredes celulares de los tejidamdos, aunque el ensayo de
puncion no mostro diferencias significativas. Lamscopia mostro un continuo
de paredes celulares espesas en el tejidBed® vulgarisL. var conditiva, sin
separacion de la laminilla media en el tejido aanero las muestras tratadas con
dosis absorbida de 1 kGy mostraron engrosamientia taminilla media en las
zonas de las uniones tri-celulares mientras que geeeraron espacios

intercelulares para la dosis de 2 kGy como respugsstrés tisular producido.
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5. TRATAMIENTOS DE
ESCALDADO DEL TEJIDO DE
RAIZ DE REMOLACHA ROJA
(Beta vulgaris L. var. conditiva).

POR MICROONDAS Y

EN AGUA A 90 °C
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5.1 Introduccion

El uso y la aplicacion de la energia de microonglados procesos de
produccion agricolas incluye el secado, el cordeoinsectos y la germinacion de
semillas (Venkatesh y Raghavan, 2004). En el areapubcesamiento de
alimentos, aplicaciones tales como atemperado odagonamiento, secado al
vacio, deshidratacién, coccion, horneado, escaldaiieurizacion, esterilizacion
y extraccion, son dia a dia los mas usados (Orsedly 2005). El uso de
microondas se estudia para llevar a cabo el prodesescaldado de los tejidos
vegetales (Andres y col., 2004; Roberts y col.,, 20@bservando que la
tecnologia es util para la inactivacion de enzimaex,0 que Son necesarios
mayores conocimiento de sus efectos sobre losentes, la textura y el color de
los productos frutihorticolas. El calentamientoravés de las radiaciones de
microondas, a fin de lograr la pasteurizacion eerégtacion, es actualmente
elegido frente al calentamiento convencional ya wgegiiere de menor tiempo
para alcanzar el proceso deseado. Esto es pammarite aplicable a los
productos solidos y semisdlidos, donde es impagtdatincidencia del lento
proceso de difusion térmica en el tiempo total pielceso. La eficiencia del
calentamiento por microondas en los alimentos sslickme las caracteristicas de
un proceso de alta temperatura-corto tiempo (AT-(J@ esta manera, los
beneficios de un proceso AT-CT, permite reducgdega microbiana y minimizar

la degradacion de los componentes (Hayashi, 2002).
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La actividad enzimatica de los tejidos vegetalesiea de las principales
causas de pérdida de nutrientes y deterioro dealasteristicas organolépticas en
los alimentos de origen vegetal. La degradaciomaikia de los compuestos
fendlicos se debe principalmente a la accion deesasmas, cuyas actividades
pueden dar lugar a la produccion de polimeros e awarron. Estas enzimas son
la polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa (POXbr(ies-Barberan y Espin,
2001). La POX es una de las enzimas mas resissérdalor y como tal es a
menudo utilizada como marcador de un correcto pmae escaldado (Flick y
col., 1978; Hemeda y Klein, 1990; Barrett y Theetkéit, 1995). La tirosinasa o
PPO es la enzima clave en la biosintesis de memgipardeamiento enzimatico
de los tejidos vegetales. El papel de la PPO enethbolismo secundario de las
plantas, ain no esta completamente clarificad@ peha propuesto su accion en
la biosintesis de betalainas (Steiner y col., 1%38mamoto y col., 2002). Esta
enzima se encuentra ampliamente distribuida en oomganismos, tejidos
vegetales y animales y es responsable del pardetamémzimatico. Diversos
estudios (Richard-Forget y Gauillard, 1997; Submiara y col., 1999) han
demostrado que mientras la PPO desarrolla su acoxidativa sobre los
sustratos, genera,8,. Las quinonas, formadas por la oxidacién y eDHson
utilizadas por la enzima POX. Esta enzima tiermafzacidad de degradar el®}
formado a expensas del consumo de sustancias defdilicas generando

sustancias pardas (Hansberg, 2002; Mufioz-Mufiot. y2698).
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Tomas-Barberan y Espin (2001) han sugerido que dendas mayores
preocupaciones de la industria de los alimentoshbrifcolas, es prevenir el
desarrollo del pardeamiento enzimatico antes y/ardarel procesamiento, ya que
los productos formados generan alteraciones eocal@teristicas organolépticas
y repercuten sobre la aceptabilidad de los produgios parte de los
consumidores. El escaldado tiene por objetivo mactias enzimas indeseables
presentes en frutas y hortalizas y, al mismo tiemgaycir la carga microbiana,
eliminar los gases de los tejidos, estabilizar datura, el color, el flavor
(aroma/sabor) y optimizar la calidad nutricionala productos (Williams y col.,
1986). El proceso de escaldado tradicional supanexposicion de los tejidos
vegetales a un tratamiento térmico, por ejemplo amteiel uso de vapor o por
inmersion en agua caliente (Barret y Theerakulkd®95). El grado de
inactivacion de las enzimas POX y PPO es a mentilimado para determinar
cuando el tejido vegetal ha sido correctamenteldsda, debido a que estas
enzimas se caracterizan por presentar alta resstehprocesamiento (Collins y

McCarty, 1969; Gokmen y col., 2005).

De acuerdo con Chen y col. (1971), la energia deomndas puede ser
utilizada para escaldar tejidos vegetales comoalteanativa a los tratamientos
convencionales con vapor o por inmersion en aglienta. El calentamiento por
microondas se lleva a cabo en materiales dielésiriales como los alimentos
debido al efecto de polarizacion de la radiaci@ctebmagnética a frecuencias

entre 300 MHz y 300 GHz. Dos son las bandas deudresa utilizadas y
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permitidas en USA por la Comisién Federal de CoracionegFCC) para las

aplicaciones industriales, cientificas y médidas.frecuencia de 915 MHz, se
utiliza anicamente para el calentamiento indusiriéd frecuencia de 2450 MHz

es utilizada tanto en los hornos industriales y tes uso doméstico. Las
propiedades dieléctricas de los alimentos juegapapel clave en la interaccion
con el campo eléctrico y son dependientes de Igosition, la temperatura y la
frecuencia de microondas empleada. Por lo tantsteeMna importante influencia
de las propiedades dieléctricas de los materialbseda eficiencia de la energia
electromagnética acoplada en los materiales, ldrikdision del campo

electromagnético y la conversion de energia ele@gmética en energia térmica
dentro del material (Tang, 2005). La matriz a tradlebe contener especies
dipolares o i6nicas para que las microondas ejesmaefecto. El calentamiento
ocurre por dos mecanismos, la polarizacion de loslal y la conduccion ionica.

Los dipolos o iones son inducidos a moverse erd@iznpor la interaccion con la
radiacion aplicada. Cuando los dipolos tratan derientarse por si mismos con
respecto al campo eléctrico alterno, se pierdegémezn forma de calor por
friccion molecular (Wathey y col., 2002). Segun ¥atesh y Raghavan (2004), el
tratamiento térmico convencional es diferente atatniento por microondas,
debido a que las microondas pueden transferir energravés del volumen del
material; esta transferencia de energia ofreceajgantomo reducciéon del tiempo

de procesamiento y mejoras de la calidad globgbabelucto.
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Dorantes-Alvarez y Parada-Dorantes (2005) informayoe el tiempo de
escaldado se puede reducir mediante el uso deciauis de microondas y
concluyeron que el uso de microondas en los ptartiantos de las materias
primas tendra un papel importante en la consermag@alimentos, debido a la
mayor retencion de nutrientes que sigue a la aplinade microondas como

método de escaldado alternativo.

Varias investigaciones (Quenzer y Burns, 1981; BeguBrewer, 2001;
Brewer y Begum, 2003; Roberts y col., 2004; LinrgBer, 2005) han informado
sobre los efectos de la aplicacion de radiacioeamidroondas para el escaldado,
mostrando eficiencia y Optima adaptacion. En Isultados de Ramesh y col.
(2002), se observo que los tejidos vegetales estmddaon radiaciones de
microondas conservan mejor sus valores nutricisn&er otro lado, Begum y
Brewer (1996) informaron que los esparragos esdaklacon microondas
conservan su valor nutritivo, sabor y textura mejoe los esparragos escaldados
por métodos tradicionales. En muchos estudios nmddos, la historidiempo-
temperaturay tiempo-potenciade las muestras no ha sido adecuadamente

registrada.

Venkatesh y Raghavan (2004) destacaron en susiagstad limitaciones
de las microondas que incluyen las transformacidisésas y estructurales, que
pueden sufrir los materiales que estan siendo pados y que afectan sus

propiedades dieléctricas; por lo tanto la capacatiaths microondas para generar
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energia térmica varia durante el proceso. Marcdadassformaciones en la
capacidad de las microondas para generar calorepuatectar el éxito del
proceso. Un problema inherente, asociado al cateetao por microondas, es la
falta de uniformidad térmica causado por una debidiséribucion espacial del
campo electromagnético en el interior de la cavid&tiivambal y Jayas, 2007).
El éxito del escaldado con microondas depende eam gnedida de las
caracteristicas de calidad de las materias primlasempo y la potencia del

proceso.

La absorcion de la energia de las microondas paejmos vegetales da
lugar a cambios quimicos vy fisicos. La friccionemmbolecular generada a partir
del calentamiento por microondas, puede causar rdonte la presion celular
interna y conducir a la ruptura, lo que resultauaa pérdida de contenido y de
organizacion celular (Quenzer y Burns, 1981). Fsiasrazones, es necesario
realizar estudios especificos para los diferemjgsos, tratando de establecer una
base de informacion sistematica que permita engolats condiciones Optimas de
tiempo y potencia para alcanzar el objetivo del @soccon el minimo dafio

nutricional y organoléptico posible.

Durante los tratamientos de preservacion de lodoteyegetales (frutas y
hortalizas) ocurren cambios en la textura. La gérdie la firmeza de los tejidos,
como respuesta a los cambios quimicos vy fisicosdginacer que el alimento se

torne inaceptable para el consumidor. Segun Bo(Ir®82), latexturase puede
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definir como el tonjunto de caracteristicas fisicas que se derivin los

elementos estructurales de los alimentos, detegpadda sensacion del tacto en
relacion con la deformacion, la desintegracion ylejo de los alimentos bajo la
accion de una fuerza Varios autores han utilizado famezacomo un indice o
parametro para el estudio de la degradacion dedgstales (Huang y Bourne,

1987; Rizvi y Tong, 1997; Kidmose y Martens, 1999).

La composicion de polisacaridos influye en la estmac de la pared
celular y en consecuencia, sobre la textura deejaos vegetales (van Marle y
col.,, 1997, Ng y col., 1998 a,b; Ratnayake y c@003). Kidmose y Martens
(1999) estudiaron el escaldado de cilindros de hxaiea y observaron que el
tratamiento térmico implic6 muchos cambios en teuetura de la pared celular y
consecuentemente en el ablandamiento del tejidmsEsambios involucran la
disrupcién de la membrana celular y cambios empddisneros de la pared celular.
El conocimiento de la estructura y la composicionngea puede ayudar a
entender las modificaciones que se producen duehpr®cesamiento (Femeniay

col., 1998).

Las raices de remolacha roja contienen fenoles Isglyiotros asociados a
la pared celular asi como betalainas, principalgsy@ntos de la remolacha roja
responsable de su color rojo-purpura los cuales smnpuestos bioactivos

(Schwartz y Elba von, 1980), siendo su capacidédxdante beneficiosa para la
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salud del hombre (Kanner y col., 2001; GliszcynSkaglo, 2006). Entre otros

efectos, las betalainas de remolacha son impostaata la salud cardiovascular.

El objetivo de esta etapa de investigacion fue uavalos efectos del
escaldado por microonda y su comparacion con eldado en agua a 90 °C a fin
de alcanzar la inactivacion de las enzimas persgaidROX) y polifenol oxidasa
(PPO) en tejido de raiz deta vulgarisL. var conditiva. El tiempo necesario, los
cambios texturales y de color y la eficiencia eagcg fueron evaluados para una
inactivacion de por lo menos el 90% de ambas erifsi mismo, se realizo el
estudio de la composicion de pared, el contenido piggnentos y las
caracteristicas estructurales microscopicas paarédamientos que resultaron
mas interesantes de acuerdo a los resultados prevamlo ello con el fin de
obtener informacion sobre las condiciones que coera la optimizacion del
procesamiento de los vegetales tendiendo a cont@bulesarrollo de alimentos

mas saludables.
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5.2 Materiales y métodos especificos

5.2.1 Tratamientos

5.2.1.1 Tratamiento por microondas

Se llevé a cabo un proceso batch, sobre cilindeoBeta vulgarisL. var
conditiva, utilizando un equipo de microondas EthRlss (Milestone SRL,
Sorisole, Italia) con un magnetron de 2450 MHz deuUencia. Se utilizdé un
sistema ATC-400 para el monitoreo continuo y/o mnde la temperatura. El
sensor optico, sujeto en el interior de una vamaeramica fue colocado en el
centro de uno de los cilindros a tratar. En elrcede la cavidad del microondas,
se ubico un contenedor cilindrico de polipropilei®27,9 cm de diametro y 19,7
cm de alturaKigura 5.1A). Dentro del contenedor se ubicaron 18 cilindrogsle
mm de diametro y 10 mm de altura (pe86 g) repartidos uniformemente dentro
de seis vasos de vidrio (PYREXJigura 5.1B). El contenedor central presentd
durante todo el tratamiento un movimiento programnasdcilatorio a derecha e
izquierda de giro total d858° para evitar el acodamiento de la conexion del
sSensor y para asegurar un tratamiento homogénéas dauestras. En Ilgigura
5.2 se puede apreciar una imagen del equipo de micasokthos Plus y del

contenedor utilizado.

En cada corrida, el sensor fue colocado en elreetd uno de los

especimenes (cilindros de remolacha) ubicado ariezlor de uno de los vasos y
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permitid registrar el perfil de temperatura. Asismo el equipo permitio llevar
durante los ensayos un registro de la historiapgeepotencia. Ensayos previos
mostraron que para la geometria elegida, no se naim:n diferencias
significativas de la temperatura entre el centla geriferia, esto puede deberse al
pequefio diametro de los cilindros usados. Ademabservo que la diferencia de
temperaturas entre las muestras contenidas enucedde los vasos o entre las
muestras contenidas en distintos vasos o entrmlestras de distintas corridas
bajo iguales condiciones, no superaba el 5 %; jptebeente, el movimiento
alternante con un recorrido de 358° contribuyd ahtanogeneidad de la

temperatura en el contenedor.

Figura 5.1 (A) Contenedor de polipropileno ubicado en el intederla cavidad del
microondas(B) distribucién espacial de los vasos dentro devValedT: localizacion de

la sonda de temperatura.
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Figura 5.2 Equipo de microondas Ethos Plus-Milestone

5.2.1.1.1 Tratamientos por microondas en ausencia&agua

Cilindros de tejido de raiz de remolacha con unssam86 g, se
distribuyeron en seis vasos (3 cilindross® g se colocaron en cada vaso). Se
llevaron a cabo tres tratamientos en ausencia de agdiferentes potencias
constantes 100 W, 150 W y 200 W durante 5 minuDdosante la experiencia se
evaluo el perfil tiempo-temperatura del tejido ycamtrolo la constancia de la
potencia aplicada. La actividad de las enzimas (BORPO) se evaluo en el
material de partida asi como luego de 5 minutosatamiento. Al final de cada
tratamiento se evalud la pérdida de peso total wateaacion del diametro de los
especimenes (expresado como grado de encogimientodp parametros de

control de calidad.
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5.2.1.1.ZTratamientos por microondas en presencia de agua

En esta experienci@36 g de material distribuido en vasos de la forma y
explicada, fue inmerso en 300 ml totales de aguen@da que se distribuyd
equitativamente entre los seis vasos. La cantigadgilia usada fue la minima
necesaria para la cobertura del tejido en cada @asmisma relacion tejido/agua,
fue luego usada para el escaldado tradicional kohjetivo de una mas adecuada

comparacion entre ambos tratamientos.

En presencia de agua, se evaluaron cuatro sitlescierperimentales
diferentes:

a) A potencia constante, siendo las potencias utdigé&tb0 W, 350 W
y 450 W. El perfil de temperatura con el tiempoayelolucién de la potencia
fueron registradas tanto en el tejido como en ehalg inmersion en cada ensayo.
El tiempo de tratamiento para cada potencia, fureeksario para alcanzar al
menos una reduccién del 90 % de la actividad deaarabzimas (POX y PPO) en
cada caso.

b) El equipo fue programado con potencias varialden, el fin de
obtener en el centro de los cilindros un perfitelaperatura con el tiempo similar
al obtenido en el tratamiento de escaldado congaatipor inmersién del tejido
en agua a 90 °C. Este tratamiento se denomind 90NM¥¥. perfiles de
temperatura en los cilindros y en el agua de inidrergunto a la evolucién de la

potencia de salida fueron registrados duranteegido de proceso necesario para
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alcanzar una reduccion de la actividad de ambamasZPOX y PPO) de, por lo

menos, 90 %.

En todos los tratamiento de microondas, finalizéaaxposicion a la
radiacion no ionizante, se aplico un minutoveéateo(1l minuto a potencia 0 W)
como norma de seguridad. El perfil de temperatumebtén fue registrado durante

dicho periodo. Todos las experiencias se realizpootriplicado (=3)

5.2.1.2Tratamiento térmico convencional por inmersion en gua a 90 °C

El tratamiento térmico convencional se llevé a cabo inmersion del
tejido (cilindros de remolacha) en un bafo de agtemperatura constante de 90
°C. Durante el tratamiento las temperaturas del yad& centro de los cilindros,
fueron registradas cada 10 segundos utilizandoorpias de cobre constantan.
Este tratamiento se denominé 90C. El tratamientaeakz6 el tiempo necesario
para alcanzar una reduccion de la actividad delgoorenos, el 90 % para ambas
enzimas (POX y PPO). La relacion tejido/agua fumisma que la usada en los
tratamientos por microondas. Los distintos tiemgeasluados, fueron llevados a

cabo por triplicadorE=3).

Finalizado cualquiera de los tratamientos antggiGdos, las muestras

fueron inmersas rapidamente en un bafio de agu&ietn (durante 5 minutos)
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para detener el calentamiento. Cilindros sin trataron utilizados como muestra

control.

5.2.2 Caracterizacion del tejido sin tratar y tratado

Para los tratamientos antes descriptos y el sesteomtrol se evalud la
actividad enzimatica (POX y PPO), el color y laajation de acuerdo a lo
explicado en materiales y métodos generales. Ldu@wa textural por
compresion, el modelado de los datos experimentdiesla inactivacion
enzimatica y el calculo de la eficiencia energétieh proceso, se explican a

continuacion.

5.2.2.1 Ensayos mecéanicos de compresion

Los ensayos fueron llevados a cabo utilizandopreasa Instron modelo
3345 (Instron Corp, Norwood, Ma, USA) provista adewelda de carga de 500 N
y se utilizé una punta plana de 30 mm de diaméapa cada ensayo se utilizaron
diez especimenes de 15 mm de didmetro (A = amediametré/4) y 10 mm de
altura Ho). En ellas se evaluaron las curvas fuerza-defadnaa fractura. La
firmeza Eirm) de los tejidos tratados y control fueron evalsactamo la relacion
de la fuerza Rfractura) Y la deformacion dpactura = Ho-Hracura) €0 €l punto de
fractura. La firmeza relativa=| fue calculada como la relacion entre las firmezas
(Firm;) de los distintos tratamientos respecto a la frengel tejido sin tratamiento

(Firmo).
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. _ I:fractura
Firm, = 5.1

fractura

_ Firm,

F=—
Firm,

5.2

5.2.2.2 Modelado de la inactivacion enzimatica

La inactivacion de las enzimas POX y PPO es ddactipualmente por
una reaccion de primer orden (Matsui y col., 20880 puede observarse en la
ecuacion %.3) donde,A; (AbU min'mg? proteina) es la actividad enzimatica
inicial en el tejido (muestra contreltiempo 0 min) yA (AbU minmg™ proteina)
es la actividad remanente en el tejido después geriado de tiempod(min) de

tratamiento a temperatura constante (°C), sidntio constante de velocidad de

|n(15j=—k1 5.3
Ay

Otros pardmetros, como el valdytambién se utilizan para modelar esta

inactivacion:

destruccién, siend®=2,303k. Este modelo para la inactivacion enzimatica se
presenta en las ecuacionBsta y 5.4b para el tratamiento isotérmico a la
temperatural y en un periodo de tiempo(Vieira y col., 2002; Matsui y col.,

2008):
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N2 =230 54 gl =-Lt 54(b)
A D A D

El valor D (tiempo de reduccién decimal) es el tiempo necegzeara
llevar a cabo el 90 % de reduccion de la actividadimética en condiciones
isotérmicas. El efecto de la temperatura sobre lek \&a se expresa mediante el
valor dez correspondiente al aumento de la temperaturaepiece el valob en

un 90 %, como se puede observar en la siguienseigcu

Tret 7T

D=DT 10 ¢ 55
ref

dondeDrt es el valor d® a la temperatura de referenclaq.

De acuerdo con Matsui y col. (2008), en condicsone isotérmicas y

suponiendo destruccion de primer orden, la sigaientiacion puede ser aplicada:

o T(t)_Tref
tequv=J10 Z? dt 5.6
0

dondetequiv €S €l tiempo necesario en condiciones isotérnacasa temperatura
de referenciaT(es), que resulta en un mismo efecto de destrucciamrerica que
el observado para la historia real tiempo-tempesiasufrida por el producto en

estudio, donde el proceso desarrollado es no matér
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En consecuencia, se puede decir que (Deng y2803 y Matsui y col.,

2008):
¢ Tref‘T(t)d
- ) °°1 z t
of 2] e
A modelo Tt Tt

En la primera etapa del trabajo, la actividad eatira residual se evaluo
numeéricamente a través de la ecua&dhutilizando los datos experimentales T
vsty un estimador inicial de los parametidgesy z. La temperatura de 90 °C se
utilizé6 como temperatura de referenciaq, porque fue ésta la temperatura mas
alta alcanzada y/o se encontraba dentro del rangestudio para los sistemas
(Matsui y col., 2008). Los periodos de calentanagntle ventéo en los procesos
de microondas, fueron considerados para los c&cile temperatura de 90 °C
fue coincidente con la temperatura utilizada pdraratamiento de escaldado
convencional. Se utilizé el procedimiento de estida no lineal para reducir al
minimo la suma de los cuadrados de los errores Y 8atEe el valor experimental
y el predicho de la actividad enzimatica residaamo se define en kacuacion
5.8, donden es el niumero de corridas experimentales y el diddexperindica

los datos experimentales (Matsui y col., 2008)

SCE:i{Iog(%j - Iog[%) ] 5.8
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obteniéndose los valores O6ptimos de los paramebgs: y z para cada
tratamiento, utilizando todos los datos experimestde tiempo y temperatura en

cada caso.

Las integrales de las ecuacio®e8y 5.7 se evaluaron numéricamente por
el método del trapezoide, utilizando la funcion SER del programa Excel para

Windows XP (Microsoft, USA).

5.2.2.3 Eficiencia energética del proceso

La eficiencia del proceso se estudio desde elopdetvista del consumo
de energia para ambos tratamientos de escaldadee(monal y por microondas)

para la destruccion del 90 % de la actividad enzoaa

Para el tratamiento por microondas, se evaluadagéa especifica emitida

(Es) de acurdo con Tang y col. (2010) segun la sigaienuacion:

donde P es la potencia de la radiacion (Watt)es el tiempo necesario de
exposicion §) de las muestras a las radiaciones de microondda haegurar el
90 % de destrucciéon de ambas enzimas s la masa total (g) de muestra

tratada.
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Por otro lado, la cantidad de energia requerida par destruccion
enzimatica durante el tratamiento por microondas dakulada de manera

aproximada siguiendo la propuesta de Picouet y(2007):

dT
Q :EECD [m 5.10

dondedT/dtes el cambio de temperatuf&) con el tiempo, ges la capacidad
térmica especifica (J/AC) y m es la masa (g). La historia térmica determinada
experimentalmente para el tejido y para el aguaséepara calcular el cambio de
temperatura con el tiempo durante el tiempo nemepara alcanzar un 90 % de
destruccion de ambas enzimas. Con este propdaitotelgracion numérica de la

funcidon T(t) se llevd cabo aplicando el método del trapezoideek rango

estudiado:

i=f
["Tmd 2 T
0 ~ _i=0

= 5.11
(tf _to) (tf _to)

Los valores usados de capacidad térmica espetikcan; para el tejido
de remolacha de 3,77 J/g °C (Engineering toolbopamna el agua, 4,1813 J/g °C
(Perry y Green, 1997). Ambo® obtenidos fueron sumados para evaluar la
energia total consumida y este valor fue divididolp masa de muestra de modo
tal de obtener la energia especifica consumidaesada en J/g para la

destruccidén enzimatica.
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Para el tratamiento convencional por inmersion gumaa 90 °C, la energia
total consumida se calcul6 considerando la sunaatt&(i + ii + iii):

)] La energia necesaria para calentar el volumen detalgua del bafio
utilizada desde la temperatura ambienrt20(°C) hasta 90 °C (tiempo
requerido: 5 minutos).

i) La energia necesaria para calentar las muestraike demperatura
ambiente£20 °C) hasta 90 °C (tiempo requerido: 2 minutos).

i) La energia necesaria para mantener el agua y lastname 90 °C

hasta el tiempo final de escaldado (destrucciometica del 90 %).

La relacion de energia total (J) y masa total @)eajido de remolacha tratado,

describe la energia especifica consumida (J/g).

El tiempo necesario para cada proceso fue evalmatdiante el ajuste de
los datos experimentales a un modelo semi-logarétroiiando no se disponia de
los datos experimentales para el tiempo exactoedautcion del 90 %. En los
casos en que las enzimas (POX y PPO) requieriermpos diferentes para el 90
% de la destrucciéon, se considerd para los caladbsconsumo especifico de

energia, el tiempo necesario para la enzima mitaete.

5.2.3 Profundizacioén de la caracterizacion de losstemas de interés
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Para la segunda etapa del trabajo se eligieronna@sgyprocesos de
escaldado con el objetivo de profundizar los estidiobre ellos. Los criterios
usados para su seleccion fueron el menor requerionde tiempo o energia para
disminuir la actividad enzimatica al 10 % vy el det® de textura y color. Los

estudios que se hicieron sobre estos sistemasetédritieron:

(A) obtencidn del RIA en el cudli) se determind el contenido de lignina,
celulosa, hidratos de carbono totales no celulésigosios uronicos, grado de
metilacion y grado de acetilacion de pectinas, emdb de proteinas y humedad;
(i) se extrajo y cuantifico el contenido de fenolés) se caracterizaron los
polimeros de pared por extracciones secuencialss gealizO un analisis por
espectroscopia infrarroja con transformada de Eo(ffTIR).

(B) evaluacion del contenido de pigmentos y estudicso@structurales

Las técnicas correspondientes al itAnasi como las de evaluacion del

contenido de pigmentos y estudios microestructsydlan sido explicadas en la

seccion materiales y métodos generales.

Los tratamientos elegidos y que aseguraban la disindn de la actividad

enzimatica al 10 % del valor inicial, fueron:
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i)  Tratamientos de escaldado por microondas
350W tratamiento a potencia constate 350 W duranterutos, mas un
minuto de venteo (potencia 0 Watts). Tiempo totalrdtamiento 6 minutos.
90MW tratamiento con barrido de potencia variable, wigrd2 minutos
mas un minuto de venteo (potencia 0 Watts). Tietqgpal de tratamiento 3
minutos.
i)  Tratamiento de escaldado convencional
90C tratamiento por inmersion del tejido en un bafiagiga a temperatura
constante de 90 °C. Tiempo total de tratamientoniitos.
iii)  Sin tratamiento

CONTROL un lote decilindros de tejido de raiz de remolacha sin tratar

Cada experiencia realizada se llevd a cabo el minberveces necesario

para obtener una masa total de tejido totat 860 g, cantidad suficiente para las

evaluaciones experimentales.
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5.3 Resultados y discusiones

5.3.1 Ensayos preliminares. Tratamiento por microodas en ausencia de agua

Cuando las radiaciones de microondas fueron adifiz para escaldar
cilindros de tejido de raiz de remolacha roja, bseovd que 5 minutos de
tratamiento en el rango de potencia de 100 a 2000Mueron suficientes para
alcanzar al menos el 90 % de la inactivacion detasmas POX y PPO, excepto
a 200 W Figura 5.3). A pesar de que estas relaciones de tiempo yngat@o
permitieron alcanzar adecuadamente la inactivad@las enzimas, si produjeron
un importante grado de encogimiento del tejido ydigla de peso tal como se

puede observar [Gabla 5.1

Tabla 5.1 Grado de encogimiento y pérdida de peso delaej@raiz de remolacha roja

al cabo de 5 minutos de tratamiento por microordastencias de 100, 150 y 200 W

Potencia de Grado de Pérdida de
tratamiento encogimiento ! peso?!
(Watt) (%) (%)
100 6+ 32 94 +0,62
150 13 £2b 17,3 +£0,3b
200 17 £3b 24,7 +0,5¢

! valor promedio y desviacion estandar18). Letras diferentes para una misma columnaandi
diferencias significativas (p<0,05).

Los perfiles de temperaturas registrados en lastmasede tejido a lo largo
del tiempo de tratamientdrigura 5.4) muestran que la temperatura maxima

alcanzada se incrementd con la potencia aplicadiagds 73 °C la temperatura
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mas alta observada para 200 W y POX mostré0 sendane mas resistente en

cualquiera de las condiciones ensaya#agu(a 5.3).

1,20
: @DPOX OPPO
1,00 £ I =
0,80 +
< T
< 060 :
0,40 +
0,20 + h
0,00 + b=
0 100 150 200

Potencia (Watt)

Figura 5.3. Actividad remanente relativa (AjAde las enzimas peroxidasa (POX) y
polifenol oxidasa (PPO) en los cilindros de tejidesremolacha roja luego de 5 minutos
de tratamiento por microondas, a potencias corestateg 100, 150 y 200 W. Las barras

indican desviacion estandar par.

Al cabo de estos tratamientos por microondasgtdiga de peso alcanzé
de entre un 9 % y un 25 % y el grado de encogimientre un 6 % y un 17 % y
ambos aumentaron conforme aumentd la potenciaadplidfabla 5.1). En
particular, a los 5 minutos del tratamiento porronndas a 200 W, se alcanzo el
90 % de la inactivacion de las enzimdsg(ra 5.3), pero los cilindros de
remolacha roja mostraron un alto grado de deformmague impide la aplicacion

de este proceso de escaldado por microondas pargejgdo.
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Figura 5.4. Perfiles de temperatura registrados en tejidosafte de remolacha roja
durante el tratamiento de microondas a potenciastantes, 100 150 y 200 W. Se

indican las temperaturas promedios y desviacidsdsr para=3.

Akarapu y col. (2004) desarrollaron un modelo gréelo térmico-
electromagnético para describir el proceso de tat@ento por microondas. En
sus ensayos, utilizaron un gel de proteina de srenmn paquete de dimensiones
140x100x30 mrhel cual fue fijado en el centro de la base deicagbr. Ellos
observaron que la potencia del microondas era hiolsopreferentemente en los
dos extremos del paquete y, por lo tanto, las testyr@s mas altas se localizaron
cerca de los dos bordes. La simetria de la disiidbude la temperatura fue
consistente con la ubicacion del paquete de almeaiocado en el centro de la
cavidad. Desde los bordes hacia el centro, la imtadsdel calentamiento se
redujo, mientras que parecio haber un calentamretdtivamente fuerte cerca del
centro del paquete de alimento. Cuando el paquetalichento se sumergio en

agua y ambos, el paquete de alimento y el aguaglsetaron por las microondas,
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la radiacion se absorbi6 en la regidon central dgupte de alimento, lo que causé
que el punto mas caliente se produjera, en la megantral del producto. Los
resultados sugieren que el agua ayudoé a redistiéoygotencia de calentamiento
por microondas, permitiendo asi que la potenciees@gada en la region central
del alimento envasado. Los autores llegaron a laclgsidn de que el
calentamiento por microondas es mas efectivo cuahgaquete no esta inmerso
en agua. Sin embargo, en presencia de agua, lemtfa entre las temperaturas,
maxima y minima es aproximadamente de 30 °C mdrmmab@a de diez minutos
de tratamientoEste fenOmeno es esperable porque el agua ayadistibuir la
energia de microondas, haciendo que la distribuggrcampo sea relativamente
mas uniforme en el paquete del alimento, ademapro@ucir cambios en el
patron de calentamiento. De acuerdo con estasusiooEs y con el propdsito de
inactivar las enzimas minimizando el dafio del tgjids siguientes tratamientos

se desarrollaron con la presencia de agua en idachgel equipo.

5.3.2 Tratamientos por microondas en presencia degaa

Los ensayos preliminares, asi como los anteceslbiiiBograficos, dieron
origen a una segunda serie de ensayos que invaudepresencia de agua para
la inmersion del tejido durante el tratamiento poicroondas y ellos son
descriptos a continuacion. Para los ensayos eernmigsde agua los tratamientos
llevados a cabo fueron: tratamientos por microoralgmtencias constantes de

250 W, 350 W o 450 W y un procesamiento por micrasn@denominado
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90MW), el cual se desarrollé6 programando el eqeipo potencias variables a fin
de obtener en el tejido un perfil de temperatuliasilar al registrado en el
tratamiento convencional por conduccion de calotaemuestra (inmersion del

tejido en un bafio de agua a 90°C).

Los datos experimentales obtenidos en estas erpaEgemuestran que las
actividades residuales de POX y PPO se redujegmnifisativamente (p <0,05)
con el tiempo. Estos datos fueron, en general, uadieanente ajustados por un
modelo semi-logaritmicod: 0,05; = 0,83) como se observa en Riguras 5.5
y 5.6 Ello permitid evaluar los tiempos necesarios pacanzar un 90 % de
destruccion enzimética cuando los datos experirtentpara ese nivel de

destruccion no estaban disponibles.
Es de destacar que se observé un periadantes del comienzo de la

inactivaciéon enzimatica para POX a 350 W, 450 WBOPpara los mismos

tratamientos 350 W y 450 W.
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Figura 5.5 Actividad residual experimental de la enzima P@Xel tiempo para los
tratamientos por microondas a potencia constarieV2%A), 350 W(B) y 450 W (C),
tratamiento a potencia variable 90MW) y tratamiento convencional por inmersion del
tejido en bafio de agua 90E). Regresion de los datos experimentales ajustados al

modelo semi-logaritmico.
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Figura 5.6 Actividad residual experimental de la enzima PR@I| tiempo para
los tratamientos por microondas a potencia corstab® W(A), 350 W(B) y 450 W
(C), tratamiento a potencia variable 90MW) y tratamiento convencional por inmersion
del tejido en bafio de agua 9QE). Regresion de los datos experimentales ajustados al
modelo semi-logaritmico.
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Los perfiles de temperatura de las muestras y denpia de salida
observados durante el trabajo experimental, setnamesn laFigura 5.7 paneles
A y B, respectivamente. La temperatura del tejido autnerds rapidamente a
mayor potencia de microondas empleadas. Parataniento 9OMW el aumento
de la temperatura en el tejido fue similar al olgtenen el tratamiento
convencional (90C) alcanzando el objetivo del pedi temperatura programado

en el equipo.
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Figura 5.7 Perfiles de temperatu(a) y potenciaB) en funcion del tiempo para el tejido
de raiz de remolacha tratado por microondas a gieteiconstantes de 250 W, 350 W,
450 W y potencia variable (90MW) y para el tratamwe90C. Tiempos experimentales
necesarios para alcanzar al menos el 90% de inagiivde POX y PPO, segun cada

tratamiento.
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En laFigura 5.8 se muestran los tiempos necesarios para alcanz2® un
% de destruccion enzimatica para cada procesocdddado estudiado. Se puede
observar en la figura que dicho tiempo decrecié ebmumento de potencia
saliente o0 sea con el aumento de la temperakigaré 5.7) y que, a excepcion
del tratamiento a 250 W, los tratamientos por micdas requirieron menor
tiempo que el tratamiento convencional, siendoraamiento 90OMW el que

requirid menos tiempo para la destruccion de lanesnmas resistente.

La enzima POX requiri6 mayor tiempo (7 minutos)apau destruccion
que PPO cuando se llevo a cabo el escaldado wadlgbor inmersion en agua a
90 °C (tratamiento 90C). Bajo un perfil temperaturadp® similar, pero
alcanzado con radiaciones de microondas (tratami@@dMW), la inactivacion
efectiva de POX y PPO se consiguié en un tiempo owd® (2 minutos de
aplicacion de radiacion de microonda y un minutovdateo). De acuerdo a
Matsui y col. (2008), como las microondas puedandierir energia a través del
volumen del material, existe la posibilidad de redakttiempo de procesamiento
y mejorar la calidad global. También se necesitfiempo levemente mayor para
reducir la actividad de POX que la de PPO en &rmeento a 250 W. Para 350 W
y 450 W, PPO requiri6 mas tiempo de procesamidgsando un tratamiento de
alta presion con diéxido de carbono, a 4,5 MPa, liwol. (2008 a, b)
determinaron que el tiempo necesario para la desbrucde PPO en extractos de
remolacha roja era de 52,6 min, mientras que fusemesarios 87,7 minutes para

la inactivacion de POX, siendo ésta la enzima me&sstente. De acuerdo con
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Matsui y col. (2008), para temperaturas superiard¥ °C y en agua de coco,

PPO es mas resistente al procesamiento con micreoueaP OX.

OPOX OPPO

e e
© o N >
| | | |

tiempo (min)

250w 350w 450W 90MW 90C

Figura 5.8 Tiempo necesario para la destruccién del 90 % dectzimas para cada
tratamiento. El tiempo informado incluye el tiemg® venteo (1 min)Los tratamientos
informados son los realizados con radiacion degomdas a potencias de 250 W, 350 W
y 450 W o con un perfil de temperatura similar @l wlatamiento tradicional, el cual se

denominé como 90MW. El tratamiento tradicional eenbra como 90C.

En laFigura 5.9A se pueden observar los perfiles de temperatura del
agua de inmersiéon de los cilindros de remolachasydel punto central de los
cilindros. Para los tratamientos por microondas ¥60350 W y 450 W, la
temperatura del agua de inmersién fue siempre meguerla alcanzada en el
centro de los cilindros de tejido, contrario a lwservado habitualmente durante
un escaldado convencional tal como es el casaatahtiento 90C donde el calor
es transferido del agua al tejido debido a latalt@peratura del agua. El perfil de
temperatura del agua para el tratamiento por mncta® 90MW, coincide con el
del centro de los cilindros y mas alla de los 2 utie de tratamiento, la
temperatura del agua de inmersion se incremengraligente respecto a la

temperatura del tejidd=(gura 5.9B). Por lo tanto, en general, se puede descartar
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la transferencia de calor del agua a la muestrabagoetanismo que contribuya al

aumento de la temperatura de los tejidos, al meooso factor principal de

calentamiento.
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Figura 5.9 Perfiles de temperatura registrados en el centlosleilindros de remolacha

y en el agua de inmersion durante los tratamigmdosnicroondas(A) Tratamientos de

microondas a potencias constantes 250 W, 350 W O/ W5 (B) Tratamiento de

microondas con potencia variable (90MW). Los regsstestan informados a tiempos

extendidos mas alla de alcanzado el 90% de inaahivale la enzima mas resistente.
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Se sabe que el agua pura presenta un valor alta denstante de
permitividad dieléctrica relativa] de 80 a20°Cy 1 Hz, y 55,3 a 100 °C y 1 Hz,
comparada con otros solventes. La quimica basaddasnradiaciones de
microondas se sustenta en la capacidad de la mdeclaaccion de absorber
eficientemente la energia de microondas, aprovechasld fendmeno de
calentamiento dieléctrico por microondakn la mayoria de los casos esto
significa que el solvente utilizado para una tramsficion determinada, debe ser
capaz de absorber las microondas. La habilidadndsolvente especifico para
convertir la energia de microondas en calor a uda ff@cuencia y temperatura
es determinado por la tangente de pérdida amxpresada como el cociente
entre la pérdida dieléctricd (indicador de la eficiencia con la cual la radc
electromagnética se transforma en cala’)(gonstante dieléctrica que describe la
habilidad de las moléculas para ser polarizadaspcampo eléctrico). Para una
buena absorcidon de energia y consecuente calentaneiectivo cuando se opera
con una frecuencia estandar en un reactor de isimtesnicroondas (2,45 GHz),
la reaccion requiere de un medio con una altat@allinger y Kappe, 2007). El
agua presenta un valor de tar=0,123 (Wathey y col, 2002) mientras que el
etanol se caracteriza por un t&n~0,941 ¢ = 30 a 20 °C). Los valores
relativamente bajos de tanustifican el perfil mas bajo de temperatura rmambr
por el agua pura donde los cilindros de remolashaveron inmersos durante el
tratamiento por microondag-ifura 5.9), mientras que las temperaturas en el
punto central de los cilindros de tejido fue maglebido a la presencia de iones y

moléculas polares en solucion (célula) que increamersignificativamente la
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habilidad del solvente para convertir las radiacsoakectromagnéticas en calor
(Wathey y col.,, 2002; Dallinger & Kappe, 2007). Auwe la radiacion
electromagnética con la frecuencia de microondagsyer sesuficiente para
romper enlaces puente de hidrégeno, la absorciomid®ondas que lleva a un
aumento de la rotacion a nivel atdmico en las nubdéc puede disminuir la
barrera de energia de las reacciones (teoria @@ocglcomo las de inactivacion
enzimatica (desnaturalizacion de proteinas) aquluastas. En este sentido,
Perreux y Loupy (2001) reportaron que los efecgmeeificos de microondas no
son puramente térmicos y puede considerarse labijidsd de que tengan
multiples origenes. Estos efectos pueden ser oglados a la ley de Arrhenius
[k=A.exp(-AG’/RT)] y pueden resultar de la modificacion de alguf® los
términos de la expresion. El factor pre-exponer@alrepresenta la probabilidad
de loschoqueamoleculares. Se sabe que la eficiencia de colessdefectivamente
afectada por la orientacion mutua de las molécotdares. Como el factor pre-
exponencial depende de la frecuencia de vibra@donglatomos en la interfase de
reaccion, se podria postular que el campo de mmdam podria afectarlo. La
mayor velocidad de difusion, podria ser explicadagl aumento del valor pre-
exponencial, sin cambios en la energia de actimacior otro lado, la
disminucién de la energia de activacioAG() es ciertamente un efecto
importante. Al considerarse las contribuciones &ne@e AG’, de los términos en
la ecuacionAH"-TAS" = AG”, podria predecirse que la magnitud del término
entrépico (-TAS?), podria incrementarse en una reacciéon inducida lasr

microondas, por ser éste un sistema mas organfadta organizacion dipolar,
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cuando se lo compara con el calentamiento traditidros menores tiempos
observados en el presente trabajo, para la inaciiva&nzimatica con tratamiento
por microondas (350 W, 450W y 90MW) podrian atnibeiia efectos especificos

no térmicosausentes en el tratamiento de escaldado conveh¢afi@).

Lui y col. (2010) atribuyeron las diferencias enimactivacion de las
enzimas a un efectoo térmicoproducido por las microondas. Heddleson &
Doores (1994) afirmaron que la penetracion de lagomndas promueve una
mayor velocidad de calentamiento y también tienesi@tto no térmicoen la
inactivacion de enzimas, lo que reduce el impacttademperatura y mejora la
retencion de los componentes termo-labiles y laacteristicas sensoriales. En
este sentido los estudios de Porcelli y col. (1989Rpy y Grupta (2003) junto a
otros, también propusieron que un mecanismmdérmicode accion letal existe,
siendo dicho efecto atribuible sélo a la naturaiesanseca de las microondas y
sin relacion con la letalidad causada por el ceban embargo otros estudios,
como el de Shazman y col. (2007) sobre la reacctten Maillard,
desnaturalizacion de las proteinas y la solubiljglsidnérica, informaron que los

datos experimentales no mostraron efectos sighifasno térmicos.
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5.3.2.1 Modelado de la inactivacion

En laTabla 5.2 se informan los parametros cinéticos ajustdons y z
usando la temperatura de 90 °C como temperatur&fdeencia y para ambas
enzimas (POX y PPO). Los valores se calcularoraees de laecuacion 5.7
utilizando un estimador inicial de dichos parametien dicha tabla también se
informa la suma de cuadrado del error (SCE), |d suae del ajuste usando la

ecuacion 5.8.

La Figuras 5.10muestra las actividades residuales de las enzi@xs P
y PPOvs los tiempos equivalentes o efectivdg { ecuacion 5.§. Se puede
observar la bondad del ajuste?$R0,84; a: 0,05) para el modelo y para los

tratamientos 450 W y escaldado convencional (98@)pdo de ejemplo.

Tal como se puede observar al comparar los vattegBs,.s de laTabla
5.2 para el tratamiento de escaldado convencional(99CGX presenté un menor
Dret (24 seg) que PPO (44 seg) a 90 °C. Cuando el sgo®@MW es
desarrollado, las muestras siguen un perfil de éeatpra similar al del escaldado
convencional (90C), como ya ha sido mencion&idgufa 5.7A) y los valores de
Drref para POX (2 s) y PPO (8 s) obtenidos fueron muckaares que para el

tratamiento convencional (90C).
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Tabla 5.2 Inactivacion de POX y PPO en tejido de raiz deotaoha. Para los distintos
tratamientos, se reportan los pardmetros cinétigostados Dt « Yy 2 y SCE. La

temperatura de 90 °C se us6 como temperaturaetemefa.

Tratamiento Drrer(S) z(°C)* SCE?
POX
250W 47 68 0,187
350w 3 24 0,063
450W 7 39 0,124
90MW 2 5 0,017
90C 24 3 0,175
PPO
250W 38 57 0,220
350W 8 30 0,037
450W 8 39 0,169
90MW 8 25 0,289
90C 44 80 0,029

! Calculado de acuerdo adauacion 5.7
2calculado de acuerdo adauacion 5.8

000 B A ooe. s B
L N
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Figura 5.10 Actividad residual #/A;) de peroxidasa (POX) y polifenol oxidasa (PR®)
tiempo efectivo t) para (A) escaldado convencional (90C) (B) tratamiento por

microondas 450 W. Las barras de error correspoadamesviacion estandar=).

159



También se puede observar en la tgla los valores dBrre tanto para
POX como para PPO, fueron aproximadamente un atdenagnitud menor para
las potencias de microondas superiores a 250 Wdouanmparados con el
tratamiento convencional 90C. Asi mismo, un valgeramente mayor se obtuvo
para POX a 250 W comparado con el de PPO, miegaa®PO mostré un mayor

valor que POX en los tratamientos 350 W, 450 Welgv90OMW.

Siendo queD se ha definido comobD=2,303k, los menores valores
observados, en general, para los tratamientos emeendas mostrarian una mas
rapida destruccion (menor resistencia) de POX y PR@ dichos tratamientos.
Ademas, es importante destacar que para cada ieatanse observan diferentes
relaciones de resistencia enzimatica entre POXQ. PPobablemente, efectos no
térmicos especificos de las microondas (Heddles@ogres, 1994; Perreux y
Loupy, 2001; Liu y col., 2010) puedan explicar lmenores valores dBryes,
observados para los tratamientos 350 W, 450 W y\WO0&h comparacion con

90C.

Por otro lado, en l&ablas 5.2se muestran los valores désensibilidad a
la temperatura) los cuales, en general, disminuyeoonel aumento de potencia
empleada. Para POX el tratamiento 90MW mostré Igomaensibilidad a los
cambios de temperatura (menor valorzientre los tratamientos por microondas
y a la vez su valor fue del orden de los valoreterutlos para el escaldado

convencional (90C). Para PPO los menores valorentservados corresponden
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a los tratamientos 350 W y 90MW y ambos son simdantre si. El escaldado
convencional (90C) presentd el mayor valorzdgara PPO. También se puede
observar que para los tratamientos 90MW y 90Cyédsresz para PPO fueron
superiores a los valores decorrespondientes a POX, mostrando una mayor

sensibilidad a la temperatura de la ultima enzima.

Es de destacar que la sensibilidad diferencia #einperatura de cada
enzima en cada tratamiento y los diferentes valded3r; de cada enzima en
cada tratamiento junto con el perfil especificdataperaturasstiempo propio de
cada tratamiento, determinaron los distintos tiesnpecesarios para alcanzar el

90 % de destruccidn enzimatica en cada caso.

5.3.2.2 Ensayos mecanicos

5.3.2.2.1 Compresion

La firmeza de los tejidos tratados relativa a & gjido control (sin
tratamiento) no mostro diferencias significativadre los distintos escaldados
(Figura 5.11). Todos los tratamientos produjeron una reducdiia firmeza del
=40-50 %. Estas pérdidas observadas pueden sanidash en primer lugar, a la
pérdida de la presién de turgor y en, segundo Jugaupturas adicionales de los
entrecruzamientos entre polisacaridos de pared acelaotluyendo los de la
laminilla media, los cuales estan involucrados anatlhesion célula-célula

(Latorre y col., 2010; Rojas y col., 2010). Se sabe temperaturas mayores a 20
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°C (Waldron y col., 1997a,b) pueden induci3keliminacion en pectinas, como

también a un cierto grado de hidrdlisis glucésidiey, 1986).

0,80 T

0,70 f
0,60 + [ [

g 050 ¢ [ [ \
i L
£ 040 I
L 030
0,20
0,10
0,00 +

250w 350W 450w 90MW 90C

Figura 5.11Firmeza F) relativa evaluada como el cocientre entrBifan; o resistencia
a fractura de los tejidos de raiz de remolacha trej@dos y la firmeza del tejido sin
tratamiento [irmg) evaluada para los distintos tratamientos de eadab por
microondas (250 W , 350 W , 450 W y 90MW) y tratentdo de escaldado convencional

(90C). La barras indican la desviacion estanda p=t0.

5.3.2.2.2 Relajacién

Los datos registrados en el ensayo de relajacibtejigo, a deformacion
constante sin fractura, permitieron calcular lda@én de la fuerza de relajacion
relativa €/Fo) con el tiempo para los distintos tratamientoss kesultados se
ajustaron a un modelo mecéanico constituido poredesientos de Maxwell y un
resorte aisladoR./Fo) (Figura 5.12A). La fuerza de relajacion relativi.{Fo),

que es asociada al comportamiento eléstico resitklaiejido y principalmente
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atribuida a la presion de turgor, disminuyé sig@ifivamente respecto al tejido
control en todos los tratamientos de escaldado pecsimente al cabo del
tratamiento por microondas 90MW. La fuerza de Mdkvire/Fo asociada al
tiempo de relajacion caracteristicyg aumento6 significativamente para todos los
tratamientos y mostré un valor maximo para el esaci convencional (90C) y

no se hallaron diferencias entre los tratamientwsypcroondas.

La pérdida de elasticidad residudf.{Fo) que ocurri6 después del
procesamiento 90C fue principalmente ganada p@oeiponente de fuerza de
Maxwell (F1/Fo) con la menor proporcion de pérdida de energiaflogo. El
componente de fuerza de Maxwel}Fo, asociado al menor tiempo de relajacion
(12), fue considerablemente inferior gegF, para el tejido control, mientras que
mostrd un significativo aumento para todos losatraéntos, con un maximo para
el tejido escaldado de 90MW, indicando que estiendltse comporté como el
material viscoelastico con la menor estructuracl@s fuerzas relativas residual
(Fo/Fo), asi como el primer element&(Fo) y segundo elementd-{F,) de
Maxwell asociados a cada tiempo de relajacion tarigtico €1 y To
respectivamente) se observaron como inversamelaea®ados y sus cambios
con los tratamientos pueden ser atribuidos a lanidiscion de densidad de
entrecruzamientos asociado con/a cambios en |Igsapatidos de laminilla media

y pared, asi como también a la pérdida de turgyr (P86; Latorre y col, 2010).
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Para todos los tratamientos el tiempo caracteoiste relajacion mayor
(t1) decrecio en comparacion con el tejido contFaggra 5.12B). Mas audn, el
tejido escalado por microondas 90MW mostré el mewalor del tiempo
caraceristico de relajacidn y el mayor valor da, ambos factores indican que
una alta proporcion del esfuerzo aplicado se pexdraves del flujo. Aunque los
tejido sometidos a los tratamientos 90MW o 90C naosh perfiles similares de
temperatura Kigura 5.7A) un dafio mayor se observo para el primero y esta
tendencia puede se atribuida a los efectostérmicosde las microondas a
potencia superior a 900W. Somani Omprakash y @8l03) mencionaron la
posibilidad de la ruptura de enlaces de hidrogemspuies de los tratamientos de
microondas, que puede ocurrir como consecuendia disminucion de la barrera
energética de las reacciones o del factor pre-expmal relacionado, como ha

sido mensionado anteriormente (Bohr y Bohr, 20@0reRix y Loupy, 2001).
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Figura 5.12 Parametros correspondientes al ensayo de relajatitenidos a partir del
ajuste de los datos experimentales al modelo demgllvgeneralizadqA) Fuerza de
relajacion relativa(B) tiempos caracteristicos de relajacion. Los tratatos informados
corresponden a los escaldados por microondas agmteonstante 250, 350 y 450 W o
bajo potencia variable 90MW y el escaldado conwaradi (90C). Los parametros del
tejido control son también informaddsas barras de error indican desviacién estandar

paran=10.
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5.3.2.3 Color

La raiz de remolacha roja acumula betacianinascipalmente betanina,
durante el almacenamiento (Sepulveda-Jiménez y 20D4). Las betalainas
(betacianinas y betaxantinas) son los pigmentoscipales en la raiz de la
remolacha roja y protegen a la planta contra Ige@sl@dausados por la luz UV y
visible, ademas de otras funciones de pigmento HiKagu y col., 2008). Las
betalainas se encuentran localizadas en las vacdeldas células de las plantas
de orden Caryophyllales La presion de turgor es perdida en general a
consecuencia del procesamiento lo que produce foaad@limente
desnaturalizacion de las membranas celulares, mpdaligerse afectado el color

como resultado de la decompartimentalizacion deigeentos.

Como puede observarse erFlgura 5.13 todos los tratamientos térmicos
en general produjeron una disminucién de las furesalel color; luminosidad
y las coordenadas cromaticaqdisminucion del rojo) yo*(corrimiento al azul).
Esta tendencia, pareciera ser exaltada frentena¢@io de las potencias aplicadas
entre 250 y 450 W, aunque las diferencias no semie significativas. La
misma tendencia se observo para el tejido sometidsscaldado convencional
(90C), pero L*, a* y b* mostraron el menor cambmnaespecto al control para
este tratamiento. Como consecuencia, la diferedeiacolor total (DCT) fue
menor para el escaldado convencional en agua @,9@iéntras que aumento con
la potencia entre 250 y 450 W, sin cambios adidempara el tratamiento de

microondas 90MW.
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Figura 5.13. Cambios de las funciones de color CIEL&) L*-L o* (luminosidad, (B)
a*-ay*(grado de rojo/verde) ¥C) b*-by*(grado de azul/amarillo) ¥D) diferencia de
color total (DCT) Se muestran los resultados correspondientes ajidss de remolacha
roja escaldados por inmersion en agua a 90 °C (90@3tamientos de microondas a
potencias constantes (250, 350, 450 W) y poterani@mble (90MW). Las barras indican

la desviacion estandar para10.

5.3.2.4 Eficiencia energética del proceso

El consumo de energia del proceso se evalud \efadtados se informan
en laTabla 5.3. El escaldado por microondas a 350 W, 450 W y é&hinégento
90MW fueron los tratamientos que mostraron menaisemo de energia para
producir el decrecimiento de la actividad de amdaamas al 10 % del valor
inicial mientras que el proceso 90MW fue el mésiefite si lo que se busca es un

tiempo de proceso mas cortéigura 5.8). El procesamiento tradicional (90C)
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mostro requerimientos de energia mayores que Bsgmente mencionados. Se
debe destacar que la energia emitida por el equigadeado tomo valores de 4530
Jlg, 2847 Jlg, 2960 J/g y 2857 J/g para los traatos 250 W, 350 W, 450 W y
90MW. EIl cociente entre la energia consumida yntida para estos cuatro
tratamientos de microondas dio valores de 0,43, 0,5% y 0,55, mostrando una

mayor pérdida energética para el tratamiento 250 W.

Tabla 5.3. Energia requerida para la destruccion del 90 %ndeaa enzimas eBeta
vulgaris L. var. conditiva. Los tratamientos informados $os realizados con radiaciéon
de microondas a potencias de 250 W, 350 W y 450 ®droun perfil de temperatura
similar al del tratamiento tradicional (90MW) ytedtamiento tradicional (90C).

Energia consumidal

Tratamiento (J/ g remolacha)
250W 1941
350W 1687
A50W 1614
IOMW 1577
90C 2693

'El tiempo usado para el célculo fue el necesaria [gadestruccion del
90% de la enzima mas resistente en cada caso.

Tang y col. (2010) investigaron el efecto de laiaeidn de microondas
sobre las membranas celulares de los microorganipresentes en los efluentes.
Los investigadores estudiaron las muestras antdespués de la exposicion,
mediante microscopia. A modo de ejemplo de los slafmusados por las

radiaciones de microondas, la presenciaAdeella hemisphaericautilizada a
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menudo para evaluar la calidad de los efluentessdlexcionada como indicador
de la presencia de microorganismos. Los resultedpsrimentales mostraron que
el grado de dafio en las membranas celulares aurnental incremento del

consumo de energia, pero también observaron uo pentnaxima eficiencia para

un consumo intermedio de energia.

Hasta aqui han sido evaluados los efectos dehtratd@o por microondas
(a potencias constantes 250, 350, 450 W y potemaciable tratamiento 90MW) y
el tratamiento de escaldado convencional por indrersn agua a 90 °C, para
inactivar las enzimas peroxidasa (POX) y polifeoxidasa (PPO) y junto a ello
los cambios en la textura y el coltel tejido, asi como el tiempo y el consumo de

energia de cada sistema alcanzada la inactivan@matica del 90 %.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los tratéos por microondas,
el tratamiento 350 W surge como interesante poeclanomia energética, un
cambio moderado de color y de textura; el tratatni® MW resulta interesante
por la economia de tiempo y energética. El tratatni®0C a su vez presenta
menor cambio de color. Es asi que para la profaethn del conocimiento sobre
los efectos de las radiaciones de microondas &gjied deBeta vulgarisL. var
conditiva, se eligieron los tratamientos 350 W, UM 90C. Para el estudio de

contenido de pigmentos, de composicion de parettryogstructura.
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5.3.3 Ensayos adicionales de los tratamientos deares

5.3.3.1 Pigmentos de remolacha roja

Como se ha descripto anteriormente, las betala(batacianinas y
betaxantinas) son los principales pigmentos derdéses de remolacha roja y
ademas protegen al tejido contra dafios causaddagtores externos (Yoshikazu
y col., 2008). El contenido de betacianina y bettira fue determinado en los
tejidos de remolacha roja luego de los tratamiedwsnterés. El contenido de
pigmentos en los tejidos escaldados por microordissinuyeron de forma
significativa (p<0,05) respecto al contenido ertegido control en un 27-30 %
para las betacianinas y en un 13 % y 30 % parabé&axantinas en los
tratamientos 350W y 90MW, respectivamentag(ra 5.14). Como ha sido
previamente observado en el tejido de raiz de r&chalroja tratado con radiacion
gamma, en el caso de radiaciones de microondabelagianinas fueron mas

sensibles a las microondas que las betaxantinas.

El escaldado convencional por inmersion del tegdaagua a temperatura
constante de 90 °C (90C) produjo sélo una ligesenoliucion en el contenido de
betacianinas en relacion con el contenido en ielagontrol, pero ningan cambio

significativo en el nivel de betaxantinas fue oleadp EFigura 5.14).

Los resultados referentes a pigmentos fueron coter&on los obtenidos

en la evaluacion del color de los tejidos de rest@apara los distintos

tratamientos de escaldado en los cuales se logra0et6 de inactivacion
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enzimatica(Figura 5.13) y que han sido informados previamente. Es asilaue
diferencia de color total (DCT) fue mayor pararatamiento 90MW que para el

tratamiento 350W y ambos mostraron un DCT mayorejjiatamiento 90C.

450 ~
200 | O betacianina O betaxantina
350
300 -
250

200

Betalaina (mg/L)

150 4
100 +
50 1

CONTROL 350w 90C 90MW

Figura 5.14 Contenido de betacianinas y betaxantinas en lossjwxtraidos de los
tejidos de raiz de remolacha roja sin tratamieotmtfol); y luego de los tratamientos de
escaldado por microondas (350W, 90MW) y escaldamwerional (90C). Las barras

indican desviacion estandar pars.

Ihl 'y col. (1998) estudiaron el escaldado de alctshen agua, vapor y
escaldado por microondas siendo la clorofilasanianea de control de proceso.
Se observé que para estos tratamientos los valeresoma disminuyeron con el
tiempo de escaldado, pero la mayor pérdida de pithae se produjo en las
alcachofas en el escaldado con vapor. Avisse yQquemax (1977) estudiaron el
escaldado de duraznos con microondas a 700 W, ¢@tamiento previo a ser
congelados. Y observaron al cabo de 6 meses decati@aiento y posterior
descongelacion, que los tejidos de duraznos eskaddanostraban menor

oscurecimiento. Begum y Brewer (1996) estudiaroesslaldado de esparragos
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durante 4 minutos en agua hirviendo y con radiasiode microondas y
concluyeron que después de un almacenamiento a rziomas de congelacion,
todas las muestras resultaron mas oscuras quejidsst frescos y que no hubo
diferencias entre las muestras tratadas mediansedistintos procedimientos de
escaldado. Cano y col. (1997) estudiaron el coler lthnana congelada
previamente escaldada a través de vapor o con ondas y observaron que
después de calentamiento por microondas se produfenémenos de pardeo,
mientras que muestras tratadas con vapor no mastcambios significativos de

color.

5.3.3.2 Composicion quimica de pared celular

La integridad de los tejidos vegetales multicekrda depende de la
adhesion efectiva entre las células que los compdesta adherencia obedece a
diferentes entrecruzamientosr@ss-linking, interacciones iénicas, covalentes o
débiles, entre las macromoléculas presentes. Paiorar este aspecto, los
componentes de la pared celular fueron aisladdssdiejidos tratados hasta el 90
% inactivacion enzimatica, asi como del tejido satamiento (control). Los
residuos insolubles en alcohol (RIA) extraidos restanstituidos principalmente

por los polimeros de la pared celular.

La Tabla 5.4 muestra los rendimientos y composicion de la paetdlar

del tejido sin tratamiento (control), asi como dasrespondientes a los tejidos de
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raiz de remolacha escaldadas por microondas ylpoatamiento convencional.
El rendimiento de RIA obtenido a partir del tejidontrol fue de 3,6 % y este
valor mostro variaciones solo de un 5 % para Ipdae de raiz tratadod ébla

5.4). Greve y col. (1994) en cambio, observaron ingrads diferencias para los
tejidos de zanahoria escaldados por inmersion ea hgviendo. Por lo tanto, las
paredes celulares del tejido de remolacha puedetsiderarse estables y
resistentes al tratamiento de escaldado convericiopar microondas respecto a
la pérdida de polimeros, al menos durante el tiempalucrado en cada uno de

los tratamientos ensayados.

Las pectinas, que en parte pueden ser mas solableggua que otros
polimeros de la pared celular, no parecieron swf@polimerizacion pof3-
eliminacién de sus cadenas de homogalacturonar®} dliamente metoxilados,
como es esperable que ocurra al cabo de tratamigagosvolucran ascenso de
temperatura (van Buggenhout y col., 2009). O prigdménte, las pectinas de
remolacha fueron capaces de persistir ancladaa srdlde la pared celular mas
alla de que haya ocurrido un cierto grado de degiad. Fissore y col. (2010)
encontraron una mayor proporcion de arabinanoasnddenas laterales de RG-I
(relacion molar; Ara/Rha = 17) de las pectinas elaalacha roja. Estos autores
observaron ademas que la arabinosa en los RG-igpadclar estas pectinas a la
pared celular por entrecruzamientos con la red deilosa (Fry, 1986),
protegiéndolas mejor de la hidrolisis acida a p®l &n una solucion acuosa de

acido citrico.
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Como se observa en Tabla 5.4, los polimeros de la pared celular estan
constituidos principalmente por hidratos de carb@@b % base seca del RIA).
El contenido de celulosa representé el 30-37 % (Bd)A mientras que los hidratos
de carbono no celuldsicos estan presentes ed@fo(RIA bs). Siendo ua35 %
(RIA bs) de azucares neutros (AN) y=tb% (RIA bs) de acidos urdnicos. Segun
lo reportado, por Fissore y col. (2010) se sabeatjneenos el 50 % del contenido
de AN es arabinosa. Por otro lado, las proteinapadled celular se encuentran
presentes en un 12 % (RIA bs) y la lignina en 215 % (RIA bs). La
composicién de la pared celular fue similar en $odims tejidos (control y
tratados). Ademas, el contenido de humedad, aso aingrado de acetilacién
(GA) y metilacion (GM) de los acidos urénicos no tma®n cambios con el
procesamiento. Los resultados del GA y GM indicactipas altamente acetiladas
y metoxiladas tal como es esperable del tejidoade de remolacha. EI mayor
contenido de lignina se observo en el RIA corresjgond al tejido de remolacha
sometido al tratamiento 350W mientras que una tasideno significativa a la
disminucién se encontr6 en el RIA extraido a padir tejido tratado por
microondas a altas potencias (tratamiento 90MWegrt&€itendencia a un mayor
contenido de fenoles totales de pared celular sereb solo en los tejidos
tratados con potencia de 350 W, probablemente panagor contenido en
compuestos ferdlicosTabla 5.4). Mayores contenidos de lignina y compuestos
ferdlicos en tejidos tratados con potencias de\®50ueden ser indicativos de la
actividad de POX como una respuesta al estrés dérmino térmico de las

microondas. En dicha condicién de tratamiento, Padria haber tenido el
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tiempo suficiente (presencia de una figp~ 4 min.Figura 5.5) para catalizar la
formacion y acumulacion de lignina y de compuedgerslicos. Estos ultimos
también podrian estar involucrados en algun gradogl entrecruzamiento de
pectinas catalizado por la enzima POX (Passardbly 2004) en las paredes
celulares de los tejidos tratados con potencia85feW. La exposicion de los
seres vivos a radiaciones ionizantes y no ionizantmstituye una importante
fuente exdégena de especies reactivas a oxigeno)(R&sSradiaciones que tienen
la energia suficiente para producir la vibraciénlake atomos en una molécula,
pero no para remover los electrones, se conocew cadiacioneso ionizantes
de acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambientdtstados Unidos (EPA).
Las microondas son un ejemplo de radiacion no @&me& Yamaguchi y col.
(2001) determinaron que la actividad de captaciélosieadicales y el contenido
de acido ascorbico de los vegetales cocidos en uno lt microondas durante 1,
3 y 5 minutos fueron generalmente mas altos quegasllos tejidos cocinados en
agua en ebullicibn. En el presente trabajo, POXripotiaber catalizado la
reduccion de bD,, la cual puede originarse como respuesta a laianjiel tejido
debido al tratamiento por microondas a 350 W, nm¢dila toma de electrones de
los donantes tales como los compuestos fenodlicoxjodarigen a compuestos
ferdlicos y precursores de lignina, para llevaradcc cierta lignificacion. El
entrecruzamiento de las cadenas laterales de agaltmatanos por puentes de
éster del acido ferulico (covalente) en pectinased®lacha también podria haber

ocurrido. La sintesis de fenoles puede aumentaivo como consecuencia de la
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estimulacion del camino enziméatico en respuests anlayores requerimientos de

entrecruzamiento de los biopolimeros de la parkdace

Tabla 5.4 Rendimiento y composicion quimica de los RIA dgldb sin tratamiento

(control) y de los tejidos de remolacha roja estdtdd por inmersion en agua a 90 °C

(90C); por microondas a potencia constante (350%pgtencia variable (90MW).

CONTROL 350W 90C 90MW
RIA (g/100g tejido) 3,6 3,4 3,4 3,8
Contenido de humedad a a a b
(g H,0/100 g RIA)1 6,6+0,6 6,9+ 0,1 6,3+, 0,1 8,1+0,1
Protein&(g/100 g RIA bs) 11,9+ 0,9 11,502 11,6604  11,8:0,1
Celulosd (g/100 g RIA bs) 37+ 3F 35+ 12 30+ 3 31+1°
Carbohidratos no-celuldsicos b b a b
(9/100 g RIA bs) 49+ 3 49+ 3 56+ 4 40+ 1
Contenido de AU ab ab
(g/100 g RIA bs) 16+ 1 14,6+0,3 159+ 0,1”° 17,0+ 0,9
Grado de Metilacion (GM)?
(% molar) 53,3+ 0,5 54,4+ 0,9 55+ 8 54,0+ 1,0
Grado de Acetilacion (GA} a b ab ab
(% molar) 84+ 6 96+ 5 87+ 2 88+ 2
Ligninat (g/100 g RIA bs) 1,9+0,3° 25+0°  20+0  1,5¢+0,P
Fenoles totalé$ a
(g AGE/100 g RIA bs) 1,179+ 0,003 1,33+0,07 1,12+0,04 1,22+ 0,03
Fenoles no-fertlicd$ o
(g AGE/100 g RIA bs) 1,04+ 0,01 0,84+ 0,02b 0,93+ 0,02 1,09+ 0,02
Fenoles ferdlicds
(g AGE/100 g RIA bs) 0,14+ 0,02 0,49 0,08 0,19 0,06 0,13t 0,04

! Promedio y desviacion estanda=3). Letras distintas en la misma fila indican difecias

significativas (p<0,05)

2GM es calculado como la relacién porcentual emtsenholes de metanol y los moles de &cidos

urénicos cada 100g de RIA

¥ GA calculado como la relacién porcentual entre nosles de acetilo y los moles de &cidos

urénicos cada 100g de RIA.

* Contenido de fenoles indicados como g acido g&mdvalente (AGE) cada 100g RIA.
® Compuestos ferdlicos calculados como las difersnoiatematicas entre fenoles totafeso

ferdlicos.
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5.3.3.3 Extracciones secuenciales de polimeros dequ celular

Con el fin de completar caracterizacion y analedagntrecruzamientos de
los polimeros involucrados en la red de la parddlare se llevaron a cabo
extracciones secuenciales a partir de los RIA @islade los tejidos control y
tratados hasta el 90 % de inactivacion de las eawiRfOX y PPO. La secuencia
de extraccion se inicid con agua a 18 °C (Brettaldidn, 1996). Algunas de la
pectinas del tejido vegetal son solubles en agaalér que indica poco o nada de
union de éstas a la pared celular (Fry, 1986). |[Eagea fueron solubilizados un
=25 % de los polimeros de pared presentes en eldRI#jidos control, 350W y
tratados por escaldado convencional (90Epyra 5.15. El RIA del tejido
tratado con la mayor potencia (90MW) mostré una @rcipn significativamente
mayor (p<0,05) de polimeros extraibles en agid (%). Esto sugiere que los
polimeros de la pared celular de los tejidos esdalsl por microondas a altas
potencias, fueron parcialmente degradados (Coirgbcal., 1996) o bien sus
redes podrian haberse desorganizado. La composieidos sobrenadantes fue
determinada. Los polimeros disueltos en agua t@ieeoh en su mayoria hidratos
de carbono no celulésicos=80 g/100g RIA bs), lo que incluye una mayor
proporcion de azucares neutros (AN) que de aciddsiaos (11-24 % AU). Un
menor contenido de acidos urénicos se encontrasfidcciones solubles en agua
obtenidas a partir de los RIA de los tejidos camaimientos 350W o0 90C (14 % y
11 %, respectivamente). No se observaron difersresisre el contenido de acido

urénico determinado en las fracciones solublesgera @e los RIA de los tejidos
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con tratamiento 90MW vy del tejido control (24-21%hdas estas composiciones
indican que el agua extrajo algunos polimeros ageorpéctico. Ademas 3,8-4,7

g de proteina cada 100 g de RIA (bs) fueron exasajobr el agua a 18 °C.

Una proporcion significativamente menor de los rpelios de la pared
celular se disolvio a partir del RIA en las sigugantssoluciones de extraccion
(Figura 5.15. Polimeros de pectina idnicamente relacionadas extensina,
proteina de la pared celular rica en hidroxiprglisan extraidos por la solucion
acuosa de NaCl (0,136 M) a 18 °C (Fry, 1986; Byettvaldron, 1996). La
cantidad extraida de los residuos correspondidritatamiento 350W (5,5 g/100
g RIA, bs) fue significativamente menor (p<0,05)aa extraidas de los demas
residuos. Algunas extensinas, principalmente lagoutds recién establecidas, se
pueden extraer de las paredes celulares con so&scgalinas. Menor extraccion
de polimeros con respecto a la fraccion de RIA sidablas del tejido control
(7,5 g/100 g RIA, bs) significa que el entrecruzam idnico extensina-pectina
podria haber sido en parte transformado a una foefa@ionada covalente. Se
considera que la POX juega un papel importante escepps como la
insolubilizacion del complejo pectina-extensina #s) (Jackson y col., 1994;
Passardi y col., 2004). Este complejo puede erepddrivar del acoplamiento
oxidativo entre las cadenas de extensina a traw§sudntes (éter) isoditirosina.
Esta reaccion es catalizada por la POX de paredlaced extracelular, que
consume KO, (Fry, 1986; Jackson y Armtrong, 1999). A partir dste

entrecruzamiento oxidativo, se forman lazos densit@ los cuales producen una
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contencidn fisica de las cadenas de HG de pectij@sles impediria salir de la
estrcutura, debido a que los HG se encuentran deadps por dominios

altamente ramificados de RGI. (Fry, 1986).

La posterior extraccion con CDTA durante 6 horas8&C, disuelve las
pectinas que estan fijadas en las paredes celidatem/és de puentes de*€a
(electrostaticamente). Los polisacaridos presestida pared celular de los tejidos
sin tratamiento dieron lugar a un extracto de 612@ g RIA (bs). En general, el
tratamiento del tejido no afectd la extractabilidgeedCDTA, pero el contenido de
pectinas entrecruzadas por uniones calcio ten@didn@entar cuando el tejido fue
sometido al escaldado tradicional (90C) por inndersen agua a temperatura
constante de 90 °@igura 5.15. Por lo tanto, este proceso de escaldado parecid
contribuir a una mayor adhesion célula-célula aésadel incremento de las
uniones calcio, en la region de la laminilla me@&ncken y col., 2003).
Bartolome y Hoff (1972) informaron que el increnwinicial de la temperatura
del tejido de muchos vegetales durante el escaltladiicional conduce a un
aumento inicial de la actividad pectinmetil-estarapgie hidroliza los grupos
metoxilados de las pectinas de la pared celularghues grupos carboxilos
pueden interactuar con &a Mg y otros cationes similares de naturaleza

endogena, fortaleciendo el tejido (Ni y col, 2005).

Marry y col. (2006) observaron que no sélo las aegs de

homogalacturonano de pectinas puenteadas con dakion importantes en la
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adhesion célula-célula en el caso del tejido deelaolacha azucarera, sino
también los puentes (covalentes) de ester de &midlico en las cadenas laterales
de arabinogalactano de las pectinas, los cualesss@imente removidos a traves
de sucesivos tratamientos con,88@; a 4 °C y 20 °C. La siguiente extraccion se
realizo entonces a 4 °C con el agente de-esteriécaolucion acuosa de JXD;
(50 mM). Una tendencia al aumento de la extradgtidall de los polisacaridos se
observé para los RIA de tejidos sometidos al tregato 90C y 90MW. Sin
embargo, a 20 °C, la solucion de,8@&; extrajo proporciones significativamente
mayores de pectinas de los residuos de RIA comelspaies a los tratamientos
350W y 90C. Como resultado global, &; (50 mM) extrajo en total mas
pectinas relacionadas de forma covalente, parajidbtescaldado convencional
90C. Se podria inferir que la actividad de POX o sincidi6 de manera
significativa en los tejidos con tratamientos 35080 también en los tejidos
sometidos al tratamiento 90CFigura 5.15 promoviendo el aumento del
contenido de pectinas relacionadas covalentememmty@s de entrecruzamientos
difertlicos. Ademas, las pectinas pueden entrecsazeon otros componentes de
la matriz de la pared celular por uniones éstexleies ante los alcalis, tal como
los ésteresO-D-galacturonilos (Brown y Fry, 1993; Marry y coR006) que
también pueden ser extraidos por la solucion d€«8a van Buggenhout y col.
(2009) informaron que la remolacha roja al igual ¢meemolacha azucarera
contienen los mismos tipos de compuestos fenol8ws.embargo, solo el 10%
del &cido ferdlico en la remolacha roja se encaesttrla forma dehidrodimero, lo

que puede explicar la rapida separacion de lasasetid la remolacha después de
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30 minutos de coccion produciendo ablandamientdeseticia de lo observado
en la remolacha azucarera, que tiene un 20 % derddotde &cido ferdlico en la
forma de dimero (8-O-4’ diferulato y 8,5'- difertdaen sus formas benzofurano).
Ng y col. (1998 a) determinaron que incubando jeldede remolacha roja con
H.O, se producen cambios en las propiedades mecaredas garedes celulares
y la velocidad de ablandamiento térmico disminuygrémentandose el tiempo
necesario del tratamiento de 130 min y 650 mino Es¢ acompafiado por una
gran disminucién del contenido de acidos ferulizas incremento al doble en el
contenido de unidades de &cido diferdlico y, portdato un aumento del
entrecruzamiento de la pectina en las paredesacetulde la remolacha. van
Buggenhout y col. (2009) sugirieron que la incubaaon HO, podria ser una
estrategia para desarrollar la textura de las drytavegetales sometidos a
tratamientos térmicos, siendo necesaria la activiiala enzima peroxidasa o de

la enzima lacasa.

Al usar NaOH (0,1 N) se observé una extraccionisagivamente mayor
de pectinas covalentemente relacionadas para $iduos de pared celular del
tejido tratado con agua a 90 °C respecto al coptabkratamiento 90MWHKigura
5.195. Sin embargo, la diferencia no fue significatargre los RIA de 90C y 350
W. La solucién de NaOH (0,1 N) puede remover offomeros posiblemente
esterificados a la matriz de la pared (Carpita ly, @01), incluyendo restos de
ésteres remanentes @eD-galacturonilos de pectina con celulosa o enlastsr

entre los acidos uronicos y azucares neutros (©986).
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Como las hemicelulosas se unen fuertemente a lafsipele la celulosa
a través de puentes de hidrogeno, sélo se puedereere las paredes celulares
de los tejidos vegetales con alcalis fuertes (F9$6). Las siguientes extracciones
fueron llevadas a cabo secuencialmente con sokegiaouosas de KOH 1 My 4
M para producir la extraccion de las hemicelulos@ensiderando ambas
extracciones se puede concluir que se produjo ximaceion ligeramente mayor
de polisacaridos en los residuos 350W y 90C, rés@aontrol. Por el contrario,
el residuo de 90MW contenia una menor cantidad akenml. Recientemente se
ha observado en el tejido de tomate que los potisnde hemicelulosa estan
presentes en las uniones celulares ejerciendodinesien la adhesion celular
(Ordaz-Ortiz y col., 2009). La disminucién en laoporcion de hemicelulosas
extraidas del RIA de los tejidos con tratamientd®0 se puede atribuir a la
pérdida de estos polimeros como consecuencia deagtines en la red de
hemicelulosa-celulosa luego del tratamiento porrooicdas a elevada potencia
(Figura 5.15). Esto puede deberse a los resultados a los efestogosy no

térmicosde las microondas (Perreux y Loupy, 2001).
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Figure 5.15Masa de RIA solubilizada cada 100 g de RIA endiésrentes solventes al
cabo de cada extraccion secuencial para los sisteatados (350W, 90MW y 90C) y el
sistema control. Todas las extracciones, salvedaecificadas en la leyenda, se llevaron

a cabo a 18°C. Las barras indican desviacion emtgmeR).

Las caracteristicas quimicas del residuo obtenids, el Ultimo paso de
extraccion de los residuos con KOH (4 M), se amaliz a través de
espectroscopia FTIR. Los espectros obtenidos destetlos sélo indican la
presencia de celuloskigura 5.16A). Los restos de las largas cadenas laterales de
arabinanos de las pectinas ancladas a la red uleszlde la remolacha (Fissore y
col.,, 2010) no se detectaron en los residuos Bna®mmo se ha mencionado
anteriormente, en los RIA fue encontrada lignimabla 5.4) y, por tanto, es
esperable que se encuentre en el Ultimo residua dgtraccion secuencial. Sin
embargo, la lignina no fue detectada en los especte FTIR, probablemente,

debido a su baja proporcién. Por lo tanto, la baifisiaa a 1520 cih que se
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observdé en los espectros de FTIR de los RIA obtenide los tejidos de
remolacha control, 350W y 90Eigura 5.16B y 5.16Q se pueden atribuir a la
presencia de pectinas unidas por enlaces ésterodm feralico (Synytsya y col.,
2003 a,b) en las paredes celulares. Esta bandaterdstica no se vio en el
espectro obtenido para el RIA del tejido de remwa@0OMW Figura 5.16B).
Esto sugeriria la alteracion de la integridad deeth de la pared celular tras el
escaldado por microondas con altas potendiggifa 5.7B). Este hecho no fue
detectado por las diferencias de extractabilidadl gmoceso secuencial sobre los
polimeros de pared celular con las soluciones d&€®a(Figura 5.15. Otra
diferencia relevante observada con respecto al d&lAcontrol fue el nivel mas
bajo de hemicelulosas extraidas con las soluciolee&KOH para el caso del
residuo de pared celular correspondiente a 90MWhna®o Omprakash y col.
(2003) mencionaron la posibilidad de ruptura deaesd de hidrogeno tras el
tratamiento de microondas, que podrian procederocoonsecuencia de la
disminucién de la barrera de energia de las reaesionelacionado con el factor
pre-exponencial de la ecuacion de Arrhenius (BohBojr, 2000; Perreux y
Loupy, 2001). La remocion de algunas hemiceluladadas paredes celulares
como consecuencia del tratamiento por microondasVeQghddria permitir, por
ejemplo la asociacion lateral de microfibrillas a#ulosa (McCann y col., 1990)
con alteracion de la respuesta mecanica de la malethr (Chanliaud y col.,
2002). También es notable la mayor solubilidad guaadel RIA 90MW Figura
5.15 que puede explicar en parte el peor desempeiiggreo evaluado a través

del ensayo de relajacion anteriormente informadmnde el tratamiento 90MW
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presenté la menor proporcion de elasticidad resid&a/Fg) y la mayor

proporcion de pérdida a través del flujo frentesdlierzo aplicado.

Por otro lado, una mayor conversién de pectinarsita idnicamente
relacionada a complejos entrecruzados pectina-ertenle unién covalente, se
observé para el RIA del tejido tratado con potemt®#a350 W, asi como cierto
aumento de la proporcion de pectinas unidas pocioccay de pectinas
entrecruzadas con ferdlico para el tratamiento auzigaal (90C), pudiendo ello
explicar la mejor respuesta en los ensayos deaoidsy a deformacion constante

de estos tejidos respecto a aquellos con tratan8NIW.

5.3.3.4 Andlisis por FTIR

Los espectros de FTIR de los RIA obtenidos dedldegontrol y 90MW
(Figura 5.16B) y de los tejidos 350 W y 90CFigura 5.16C) mostraron una
predominancia de las pectinas. La principal difei@m®entre los espectros fue la
ausencia de la sefial de los ferdlicos de las psctind520 cil en el RIA del
tratamiento 90MW, como se menciond anteriormenéeEL020 y 1170 cth las
sefales de celulosa y hemicelulosa enmascarar@mlpaente algunas sefiales
tipicas de pectinas como los picos caracteris&ich@20 y 1105 cthdel esqueleto
poligalacturénico en la zona de taella digital (1200 a 900-850 ci) aunque
otros picos de pectinas a 1142, 1082 y 1062 smpudieron distinguir (McCann

y col., 1992). Entre 1440 y 1230 ¢mmo se observé ninguna diferencia con
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respecto a los perfiles tipicos de pectinas. Ehagisorbida en las pectinas de la
pared celular llevé a un agudo pico a 1630 divilson y col., 2000), el cual
enmascaré la ancha banda que normalmente se rstmiéie 1615-1650 chpor

el estiramiento del carbonilo del grupo carboxili¢oo esterificado) del
galacturénico y glucuronico, en el caso los residimpectinas de la remolacha
roja (Strasser y Amado, 2001). La banda en la zinhuida al estiramiento
caracteristico del C=0 del grupo carboxilico efterilo se observé en 1730 ¢m
como una Unica sefal. Se pudo observar la ancldalubl estiramiento del -OH
a la frecuenci&3310 cnt', reportada como caracteristica de los polisacgitéo
las paredes celulares (Coimbra y col., 1999). lralaanas corta a 2905 ¢ue
corresponde al estiramiento -OH en los grupos sdlibos de pectinas y al
estiramiento C-H del esqueleto de los polisacarido®ién pudo observarse. Las
pectinas, celulosa y otros polisacaridos de ladoaedular contribuyeron con
bandas a longitudes de onda superiores a 2808 &me bien evidente un
importantehombroa=3500 cnt, con un agudo maximo a 3275 tipara los RIA
de 350W y 90C mientras que los RIA del control y ®WNhostraron la tipica
banda ancha a 3322 y 3383 tmespectivamente. Esto se deberia al puente

hidrogeno entre grupos -OH de algunos polisacaridos

Los espectros FTIR del residuo obtenido despuédasieextracciones
secuenciales de RIA para los distintos tratamiemogevelaron diferencias entre
si indicando que los residuos estaban constitymboscelulosa Kigura 5.16A).

Picos tipicos de este polisacarido a 1643, 143p4,1B322 y 1280 cfh asi como
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aquellos picos en la zona deHhaella digital de la celulosa (1165, 1115, 1062,
1037 cn) se pudieron observar. Otros picos a 899 y 670 ¢ambién se

detectaron (Oh y col., 2005). La amplia banda spoadiente al estiramiento del
grupo -OH informada como caracteristica de losspokridos de las paredes
celulares (Coimbra y col., 1999) se encontr8460 cnmt* al igual que una banda

mas corta a 2905 ¢
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Figura 5.16 (A) Espectros FTIR obtenidos de los residuos finalesadlo de las
extracciones secuenciales de los &)\ Espectro FTIR de los polimeros de pared celular
(residuo insoluble en alcohol, RIA) correspondiené tejido control y tratados por
microondas a potencia variable (90M\{J) FTIR de los RIA correspondientes a las
muestras tratadas por microondas a potencia cees{@»0 W) y por escaldado

convencional (90C).
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5.3.3.5 Caracterizacion microscépica del tejido

Se puede observar en Fégura 5.17A, la microscopia Optica del tejido
control (sin tratamiento). Las células de la remlodacortada en distintos niveles
mostraron un continuo de paredes celulares esppgagodean al contenido
celular uniformemente tefiido. Esto ultimo puedeasiudicado a las vacuolas del
tonoplasto responsables de la presion de la paskdac y, por lo tanto, al
desarrollo de la presion de turgor. La laminilladmepudo ser observada sin
separacion a lo largo del continuo de la pared aejuengrosada en las esquinas
de uniones tri-cellularezd@rnerg. Los especimenes obtenidos de tejidos tratados,
generalmente presentaron células redondeddgsré 5.17B, C, D. El tejido de
remolacha sometido al tratamiento de 350W presaitdas con separacion de la
laminilla media, fundamentalmente en las esquiRagufa 5.17B). Por lo tanto,
los contactos entre células vecinas persistio dsspgle este tratamiento de
microondas pudiéndose observar con claridad. Ehlésdo convencional del
tejido de la remolacha roja (90C) produjo un grapacto, fundamentalmente, en
las uniones tri-celulares con una nitida separadéna laminilla media de las
células, como se indica en la imagen de la micpmacoptica (flechasFigura
5.170. Altas potencias de microondas (>900 W) produjeseparacion de la
laminilla media en distintos puntos entre céluldgaaentes (tratamiento 90MW)
y también separacion celulaFigura 5.17D) No se observaron diferencias
notables entre el tejido sometido a los tratamie®@3y 90MW, pero las paredes
celulares se vieron mas fuertemente tefiidas ecélatas del tejido sometido al

tratamiento 90CHKigura 5.170).
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Figure 5.17 Microscopia Optica de los tejidg8) sin tratamiento (control(B) tratados
por microondas a potencia constante 350 (@), escaldado convencional 90C(R)
tratamiento de microondas a potencia variable (9QM\Vss flechas indican puntos de

separacion entre células. Barra 0.
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5.4Conclusiones

El escaldado con radiaciones de microondas en easee agua y a
potencias constantes de 100 a 200 W produjo unartenge pérdida de peso asi

como un alto grado de encogimiento de los tejidos.

La inactivacion de las enzimas POX y PPO, a pasrmonstantes (250
W, 350 W, 450 W) y potencia variable (tratamien@®V) permitié realizar un
90 % de destruccion enzimatica y sus resultadosoriueomparados con el
escaldado convencional en bafo de agua a 90 °C.n@&sores tiempos
experimentales para alcanzar el escaldado sereggistpara los tratamientos con
microondas 90MW, 450 W, 350 W siendo 3, 5 y 6 nosutespectivamente. El
tratamiento de escaldado convencional 90C requirioninutos y la menor
potencia de microondas evaluada emple6é el mayorptiede tratamiento (11
minutos). El consumo de energia fue menor par&rddamientos de 350 W, 450
W y 90MW. EIl proceso menos eficiente, en términoergéticos y de tiempo
requerido, fue el tratamiento por microondas 25G&fuido por el tratamiento
convencional 90C. El tratamiento de escaldado 90f#/el mas eficiente en

términos del tiempo requerido para alcanzar eltvoj@lel proceso.

Los parametros cinético®rer (Trer = 90°C) y z pudieron ser

determinados y se observo que, en general, losegteDres para POX fueron

menores que para PPO, a excepcion del escaldaduoipmondas a 250 W. Para
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POX, el tratamiento de 90MW mostro la mayor sefiddu a los cambios de
temperatura (menor valor & entre los procesos de microondas y su valor fue
similar al obtenido para el escaldado convenci¢@@C). Para PPO, los valores
mas bajos de observados corresponden a los tratamientos 35090MW, que
fueron similares entre si. El escaldado conventig®@@C) mostré6 mayores

valores de que estos.

En cuanto a la textura, todos los tratamientosujeedn las
caracteristicas elasticas del tejido lo que funddaat@ente expresa la pérdida de
presion de turgor y disminuciéon de entrecruzamingém los polisacaridos
estructurales. El nivel mas alto de degradacionegtira, evaluado a través del
ensayo de relajacion, se observd en el tejido sdmetl tratamiento de
microondas 90MW. A través de la comparacion de riesultados para los
procesos 90C y 90MW, se pudo determinar la exigiesdicional de efectaso

térmicosen el proceso con radiaciones de microondas.

El color se vio afectado en todos los casos, paroescaldado
convencional (90C) mostré minimos cambios de leamatros de color. Por otro
lado, el tratamiento por microondas produjo, ppathente, cambios del color
del tejido de remolacha al azul-violeta que se dabea la disminucion de la

concentracion de los pigmentos del tejido.
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Si bien, el tratamiento por microondas con -alpasencias(90MW)
requirio el tiempo mas corto (3 min) para alcarede®0 % de inactivacion de las
enzimas PPO y POX, la microestructura del tejidadkada para los sistemas de
mas interés, mostré que este tratamiento afectéefuente la estructura debido a
mayores alteraciones en la red de celulosa-henosally ésteres de pectina y
ferdlico, ademas de la pérdida de turgor comunoelog los tratamientos. La
presencia de una mayor cantidad de complejo denpeettensina de unidn
covalente en los tejidos tratados con potencia@5@eW y la presencia de mayor
cantidad de pectinas unidas por calcio en el thasim convencional de
escaldado (90C) podrian explicar la mejor respuestzanica frente a los ensayos
de relajacion mostrado por los tejidos sometidossis tratamientos cuando

comparados con el tratamiento 9OMW.
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6. CONCLUSIONES GENERALES
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La irradiacion con radiacion gamma y dosis absosbial o 2 kGy del
tejido de raiz de remolacha ropeta vulgarisL. var. conditiva) produce cambios
quimicos y bioquimicos en el contenido celularcasno en las redes constitutivas
de la pared celular, los cuales no necesariamemeavaer sensados por los
consumidores de acuerdo a las evaluaciones reaizidpuncion y de color con
ensayos instrumentales. Al mismo tiempo, los casmmbhiencionados involucran
un aumento de la capacidad antioxidante. Todo eliestra que las dosis
ensayadas pueden ser interesantes para ser usa@hsmarco de una técnica
combinada para el procesamiento de dicho tejidoetdim de prolongar su vida

atil.

El escaldado del tejido de raiz de remolacha mgta vulgarisL. var.
conditiva) por microondas en presencia de aguaoskblp y presenta ventajas y
desventajas en relacion con el tratamiento conweati siendo la energia
necesaria y el tiempo de proceso, ventajas a fdeldratamiento por microondas
y los cambios de color, la desventaja. La resisietie las enzimas POX y PPO,
varia segun el tratamiento aplicado. Cambios eomtenido de pigmentos y en la
composicion de pared celular afectan el color ytdatura de los tejidos
escaldados. Los resultados obtenidos muestrandeeesia de efectos térmicos y
no térmicos en los tratamientos por microondasloBératamientos evaluados, el
tratamiento por microondas a potencia constant85@eW en presencia de agua,

puede ser una alternativa Gtil para el escaldadbathe tejido.
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Es de destacar que para implementar las técnicéedieimas, son
necesarios mas estudios que permitan evaluar, jeopko, la influencia de la
forma de la muestra y el volumen de trabajo endssltados obtenidos asi como

la incidencia de los tratamientos en el costo fitlproducto.

Se espera que los estudios del efecto de estasddgias erBeta vulgaris

L. variedad conditiva contribuyan al desarrolloplecesos alternativos y aporten

a la obtencion de alimentos sanos y aceptado®pa@ohsumidores.
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