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PREFACIO

La presente Tesis Doctoral, titulada: “Alternativas de conservacion vy

procesamiento de brocoli para la preservacion de componentes bioactivos”,

se ha elaborado de acuerdo con la normativa de la UPCT para la presentacion de

Tesis Doctorales. De acuerdo con esta premisa, esta Tesis Doctoral se compone de

las siguientes partes:

Resumen/Abstract en el que se presenta brevemente la relevancia del
trabajo de investigacion, los resultados y las conclusiones obtenidas.

Una introduccién en la que se describen antecedentes relevantes y se
encuadra la presente Tesis Doctoral.

Una revision bibliografica donde se describe el estado del arte en el area
especifica donde la presente Tesis Doctoral realiza aporte de conocimiento.
Los objetivos planteados en la investigacion.

Los materiales y métodos, donde se recoge la metodologia y recursos
empleados para el desarrollo de los diferentes trabajos experimentales.

La estrategia de trabajo donde se explica como se seleccionaron los factores
y niveles evaluados.

Resultados y discusidn (Capitulos del 6 al 8) donde se describen y discuten
los resultados obtenidos en cada trabajo experimental, y se presentan
conclusiones parciales.

Las conclusiones finales obtenidas del trabajo realizado.

La presente Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a la financiacién de los

siguientes proyectos de investigacion:

Proyecto Grupos [+D de la Comisién Sectorial de Investigacidon Cientifica
(UdelaR, Uruguay): “Mejoramiento de procesos en la industria alimentaria:
aspectos basicos y tecnologicos”.

Beca en el marco del Programa EMHE, en su modalidad “doctorado nacional
sandwich”, de la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacién. Cédigo de

beca: POS_LEMHE_2018_1_1007740.
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RESUMEN

En los ultimos afios la incidencia de enfermedades no transmisibles, como la
obesidad, han adquirido grado de pandemia global, asi como otras patologias
relacionadas como la diabetes tipo 2 o la enfermedad cardiovascular, que también
estdn en aumento en muchos paises. Una de las principales causas es la alimentacién
no equilibrada y pobre en frutas y hortalizas, que se une a un estilo de vida acelerado
y sedentario, en el que el tiempo dedicado a la preparacién de alimentos es escaso.
En este contexto, resulta de interés el desarrollo de productos hortofruticolas listos
para el consumo, que permitan incorporar mayor cantidad de hortalizas a la dieta
cotidiana. Las investigaciones del impacto que las tecnologias de procesado y
conservacioén tienen sobre las propiedades nutricionales y bioactivas de los

alimentos son cada vez mas necesarias.

El brécoli (Brassica oleracea var. italica) es una hortaliza versatil y altamente
valorada por su importante contenido de fitoquimicos promotores de la salud, como
glucosinolatos y acidos hidréxicindmicos. Sin embargo, el brécoli tiene una vida util
corta, de pocos dias, y el contenido de fitoquimicos disminuye drasticamente
durante el almacenamiento si no se aplican condiciones adecuadas para su

conservacion.

El envasado en atmosfera modificada (Modified Atmosfere Packaging - MAP) es una
tecnologia de conservaciéon ampliamente utilizada en productos hortofruticolas
frescos. La misma consiste en envasar dichos productos en materiales plasticos que
actian como barrera a la difusiéon de gases, modificando el ambiente gaseoso que
rodea al alimento, favoreciendo la extension de su vida util. Si bien existen estudios
donde se ha evaluado el efecto del MAP en el contenido de compuestos bioactivos
del brocoli, los resultados son contradictorios y las condiciones de conservacion
ensayadas son poco representativas de lo que ocurre en la cadena de suministro.
Por otra parte, existe una urgente necesidad por encontrar nuevos envases que
garanticen la seguridad y calidad de futas y hortalizas, pero que, de manera

concomitante, reduzcan el impacto medio ambiental.

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue estudiar el impacto de diferentes films de

envasado y temperaturas de almacenamiento sobre la evolucién de parametros de
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calidad (fisicoquimicos y organolépticos), compuestos bioactivos (glucosinolatos y
acidos hidroxicinamicos) y vida util del brécoli minimamente procesado durante el

almacenamiento postcosecha.

Dado que los métodos de coccidn tienen un impacto significativo en el perfil y
contenido de fitoquimicos, el trabajo se completd con una evaluacion de los efectos
de metodologias de cocciéon en la conservaciéon de glucosinolatos y acidos

hidroxicindmicos de floretes de brécoli.

Los resultados pusieron de manifiesto que el MAP y la temperatura de
almacenamiento son factores determinantes en la conservacién de propiedades del
brécoli fresco. Si el producto se mantiene a temperaturas de almacenamiento bajas
(entre 2 y 4 °C), modificaciones leves de la atmésfera son suficientes para extender
su vida util y mantener la calidad externa y bioactiva del brécoli. En general, la
modificaciéon de la atmdsfera tuvo un efecto mdas significativo cuando las
temperaturas de almacenamiento fueron superiores a las recomendadas (>4 °C),
concluyendo que el MAP ayuda a mitigar los efectos negativos sobre la calidad
provocados por temperaturas de almacenamiento inadecuadas. El envasado en
films microperforados permitié extender la vida util de floretes de brécoli y
conservar sus componentes bioactivos en un rango amplio de temperaturas de
almacenamiento (2 -12 °C), evitando la generacion de anaerobiosis. La seleccion del
nivel de perforacidn del film resulté un factor relevante para la conservacion de
compuestos bioactivos y otros parametros de calidad. El envasado usando
bioplasticos (a base de celulosa y de acido lactico y tereftalato adipato de
polibutileno) result6 una alternativa viable para la conservaciéon y comercializacion
de brdcoli, siendo las principales limitantes la pérdida de masa y firmeza del

producto.

La utilizacién de bolsas para microondas resulté un método de coccién eficaz para
conservar el potencial saludable del brécoli, ya que mantuvo el contenido total de
glucosinolatos y la capacidad antioxidante (DPPH) en comparacion con el cocinado
sin bolsa (para tiempos de coccion de 5 minutos). La volatilizacidon podria ser el
fenomeno predominante en la pérdida de glucosinolatos durante la coccion en

microondas.



Palabras clave: Brassica oleracea var. italica; envasado; atmoésfera modificada;

bioplasticos; almacenamiento; glucosinolatos; acidos hidroxicinamicos.
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ABSTRACT

In recent years, the incidence of non-communicable diseases, such as obesity, has
reached the level of a global pandemic, as well as other related conditions such as
type 2 diabetes or cardiovascular disease, which are also on the rise in many
countries. One of the main causes is an unbalanced and poor diet lacking in fruits
and vegetables, combined with a fast-paced and sedentary lifestyle, where there is
little time dedicated to food preparation. In this context, the development of ready-
to-eat horticultural products becomes of interest, as they allow for the incorporation
of more servings of vegetables into the daily diet. Research on the impact that
processing and preservation technologies have on the nutritional and bioactive

properties of foods is increasingly necessary.

Broccoli (Brassica oleracea var. italica) is a versatile vegetable highly valued for its
significant content of health-promoting phytochemicals, such as glucosinolates and
hydroxycinnamic acids. However, broccoli has a short shelf life, lasting only a few
days, and the phytochemical content decreases drastically during storage if

appropriate measures for preservation are not taken.

Modified Atmosphere Packaging (MAP) is a widely used preservation technology for
fresh horticultural products. It involves packaging these products in plastic
materials that act as barriers to gas diffusion, thereby modifying the gaseous
environment surrounding the food and extending its shelf life. While there are
studies evaluating the effect of MAP on the content of bioactive compounds in
broccoli, the results are contradictory, and the conservation conditions tested are
not fully representative of what occurs in the supply chain. Furthermore, there is an
urgent need to find new packaging solutions that ensure the safety and quality of

fruits and vegetables while concurrently reducing environmental impact.

The objective of this Doctoral Thesis was to study the impact of different packaging
films and storage temperatures on the evolution of quality parameters
(physicochemical and organoleptic), bioactive compounds (glucosinolates and
hydroxycinnamic acids), and the shelf life of minimally processed broccoli during

postharvest storage.
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Since cooking methods have a significant impact on the profile and content of
phytochemicals, the study was completed with an evaluation of the effects of
cooking methodologies on the preservation of glucosinolates and hydroxycinnamic

acids in broccoli florets.

The results showed that MAP and storage temperature are crucial factors in
preserving the properties of fresh broccoli. If the product is kept at low storage
temperatures (between 2 and 4 °C), slight modifications of the atmosphere are
sufficient to extend the shelf life and maintain the external and bioactive quality of
the broccoli. In general, the modification of atmosphere had a more significant effect
when storage temperatures were higher than the recommended ones (>4 °C),
concluding that MAP helps to mitigate the negative effects on quality caused by
inadequate storage temperatures. The packaging using microperforated films
allowed extending the shelf life of and preserving its bioactive components over a
broad range of storage temperatures (2 -12 °C), avoiding the generation of
anaerobiosis conditions. The selection of the perforation numbers of the film was a
relevant factor for the conservation of bioactive compounds and other quality
parameters. The packaging using bioplastics (based on cellulose and lactic acid and
poly (butylene-adipate-co-terephthalate)) proved to be a viable alternative for the
preservation and commercialization of broccoli, the main limitations being the loss

of mass and firmness of the product.

The use of microwave bags was an effective cooking method to preserve the health
potential of broccoli, as it maintained the total content of glucosinolates, and the
antioxidant capacity (DPPH) compared to cooking without bag (for cooking times of
5 minutes). Volatilization could be the predominant phenomenon in the loss of

glucosinolates during microwave cooking.

Keywords: Brassica oleracea var. italica; packaging; modified atmosphere;

bioplastics; storage; glucosinolates; hydroxycinnamic acids.

VIII



Neologismos y abreviaturas

MAP
PE
PP
BOPP
LDPE
LLDPE
OPP
PBAT
PLA
PVC
PET
OTR
CTR
GSL
HCA
uv
GIB
GRA
HGB
GB
GST
MGB
NGB
SFN
ML
WL
MW

envasado en atmosfera modificada
polietileno

polipropileno

polipropileno biorientado
polietileno de baja densidad
polietileno lineal de baja densidad
polipropileno orientado
tereftalato adipato de polibutileno
acido polilactico

cloruro de polivinilo

tereftalato de polietileno

tasa de transferencia al oxigeno
tasa de transferencia al diéxido de carbono
glucosinolato (singular o plural)
acido hidroxicinamico (singular o plural)
radiacion ultraviolaeta
glucoiberina

glucorafanina
4-hidroxiglucobrasicina
glucobrasicina

gluconasturtina
4-metoxiglucobrasicina
neoglucobrasicina

sulforafano

pérdida de masa

pérdida de peso

microondas
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1.1. Brocoli
1.1.1. Caracteristicas generales

El brécoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck) es una hortaliza que pertenece a
la familia de las cruciferas (Cruciferae) o brasicaceas (Brassicaceae), donde también
se encuentran hortalizas como la rucula, coliflores, col rizada o ‘kale’, rabanos,
nabos, berros, mostazas y coles de Bruselas (Ilahy et al., 2020). Originalmente, el
brocoli era un cultivo de estacion fria que crecia preferentemente durante el otofio
e invierno en areas templadas. Las condiciones éptimas de crecimiento son
temperaturas de 15-16°C y humedades relativas entre 70 y 80%. El desarrollo de la
inflorescencia requiere de temperaturas nocturnas bajas o vernalizacién (inferiores
a 10°C). En la actualidad, las variedades cultivadas de broécoli se estdn mejorando
para adaptarse a un amplio rango de condiciones ambientales extremas, debido a la
situacién actual del medioambiente consecuencia del calentamiento global, y sobre
todo para conseguir la produccion de esta hortaliza durante la mayor parte del afio
(Siomos et al,, 2022). La planta adulta puede alcanzar entre 60 y 90 cm de altura, 60
cm de didametro y un peso de 700 g (Li et al., 2022). Sus hojas constituyen la mayor
parte de la planta madura (47%), seguida de los tallos (21%), raices (17%) e
inflorescencias (15%) (Liu et al,, 2022) (Figura 1. 1).
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Cabeza o pella

Flores cerradas

Floretes Pedtnculo

Tallo
principal

Flores abiertas
Semillas

Brotes

Figura 1. 1. Anatomia del brécoli Brassica oleracea var. Italica Plenck (extraido y
modificado de Ilahy et al. (2020)).

La parte comestible de la planta son las inflorescencias inmaduras y los tallos cortos
y tiernos préximos a éstas. Las hojas y tallos grandes son partes de la planta que atin
no se aprovechan en la industria y representan una oportunidad para su

valorizacidon como fuente de ingredientes (Paulsen et al., 2021).

El brécoli es una hortaliza versatil, que se puede consumir fresca o elaborada, siendo
sometida a diferentes procesos a nivel doméstico o industrial, en los que se incluye
el escaldado, cocinado al vapor, salteado, horneado y hervido tradicional entre otros

(Zhong et al,, 2015).

1.1.2. Tendencias de produccion y consumo

El brocoli es un cultivo muy importante a nivel mundial, cuya demanda esta en
constante aumento. Es originario de la region del Mediterraneo Oriental y Asia
Menor y se introdujo en Estados Unidos e Inglaterra en el siglo XVII y en China a

fines del siglo XX (Moreno & Garcia-Vigueras, 2008; Ramirez et al., 2020). En la
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actualidad el cultivo se extiende por diversas naciones, siendo China el mayor
productor a nivel mundial, seguido por India, Espafia, México, Italia, Francia y
Estados Unidos. En las ultimas décadas, la demanda de brécoli ha crecido
significativamente. En el afio 1999, la produccién mundial de brécoli y coliflor fue
de 15 millones de toneladas y ascendié a aproximadamente 27 millones de
toneladas en el afio 2019 (FAOSTAT, 2021; Li et al,, 2022). La demanda creciente de
esta hortaliza estd vinculada a la versatilidad de su consumo y sobre todo a su alto
valor nutritivo. La FAO ha clasificado al brdcoli como una de las hortalizas de mayor
valor nutricional, debido a su alto contenido de compuestos promotores de la salud
(como glucosinolatos y compuestos fendlicos) y a su alto aporte de vitaminas,

minerales y fibras (FAO, 2021).
Caso de Esparia

En la ultima década, el consumo de brécoli en Espafna se ha multiplicado por diez.
Ha pasado de 200 gramos a 2 kilogramos per capita al afio, y se proyecta que

aumente a 5 kilogramos per capita al afo en los préximos 5 afios (Brécoli, 2022).

Actualmente, Espana cuenta con alrededor de 50.000 hectareas dedicadas al cultivo
del brocoli, en las que se producen casi 400.000 t anuales (Global Trade Magazine,
n.d.). E1 80% de su produccion procede de la Region de Murcia. Del total producido,
el 10% es destinado al mercado nacional y el 90% a la exportacion, siendo Espafia
el mayor exportador de brdcoli a nivel mundial (WITS, 2018). Anualmente mas de
300.000 toneladas se destinan a la exportacién en fresco, siendo los principales
clientes Reino Unido, Francia, Paises Bajos y los paises escandinavos. Fuera de
Europa también hay un importante mercado en Emiratos Arabes, Rusia, Rumania y

Bulgaria (Brécoli, 2022).

1.1.3. Indicadores de calidad

La calidad del brécoli es un concepto complejo que tiene en cuenta varias
caracteristicas como su apariencia, propiedades organolépticas y su valor
nutricional. La importancia relativa de cada uno de estos pardmetros depende del
destino del vegetal y de los interesados. Por ejemplo, para los transportistas la

calidad esta vinculada principalmente al aspecto y a la resistencia a manipulaciones,

4
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para la industria a la aptitud tecnolégica, composicién quimica y caracteristicas
microbiolégicas y para el consumidor principalmente a caracteristicas
organolépticas y nutricionales. A continuacién, se describen algunos de los

principales indicadores de calidad del brocoli.

1.1.3.1. Parametros fisicos

La forma y tamafo de la cabeza o pella de brécoli debe ser mas bien esférica, con un
peso entre 250 y 600 gramos y un didmetro de entre 10 - 18 cm (dependiendo de la
variedad y calibre). Las cabezas o pellas deben ser compactas, firmes y con floretes
cerrados. La alta tasa de transpiracion de este vegetal hace que el marchitamiento
sea uno de los fenémenos mas comunes que limitan su vida util (Malekzadeh et al.,
2023). Se reporta que pérdidas de peso por encima al 6% resultan en un producto
blando que no puede ser comercializado (Yildiz & Wiley, 2017). Racimos hinchados,
no compactos, blandos, marchitos y con floretes abiertos son signos de senescencia

e indican el fin de la vida 1util (Siddiq & Uebersax, 2018).

El color es una de las principales caracteristicas externas directamente vinculada a
la calidad de este vegetal. Las inflorescencias deben ser de color verde oscuro o
verde con tonos azules. El amarilleo de las inflorescencias es uno de los des6rdenes
fisiolégicos mas comunes del brécoli, que se desarrolla por almacenamientos
prolongados, altas temperaturas, o por la exposicion al etileno (Shakeel et al., 2019).
Los brécolis verde-amarillo son pobres en sabor, fibrosos, presentan pérdidas
significativas en sus propiedades nutritivas e indican el fin de la vida util (Figura 1.

2).

i

Figura 1. 2. Escala de amarilleo de brocoli desde 1 - color verde oscuro, recién
cosechado, hasta 5 - color amarillo, no es comestible. En los estados 4 y 5 los
productos no deben ser comercializados ni consumidos. Extraido de Horticulture
Innovation Australia (n.d.).

5
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El tallo hueco y manchas necrdticas son otros de los desérdenes fisiologicos que se
pueden presentar en el brécoli y que limitan su comercializacion. Estos desérdenes
se desarrollan durante el crecimiento de la planta en condiciones inadecuadas

(Acosta-Motos et al., 2018).

Dentro de las patologias, el brécoli puede presentar descomposicion bacteriana e
infecciéon por hongos. Son varias las bacterias que pueden causar la denominada
“pudricién blanda” (Erwinia, Pseudomonas) afectando la vida util del brdcoli. Estas
pudriciones bacterianas generalmente estan asociadas a lesiones fisicas en el
vegetal. Aunque son menos comunes que las pudriciones bacterianas, la pudriciéon
por hongos (Botrytis cinérea, Alternaria spp., Fusarium) también pueden afectar las
cabezas de brocoli (generalmente en condiciones de crecimiento humedas) y limitar

su comercializacién (Acosta-Motos et al., 2018) (Figura 1. 3).

Figura 1. 3. Cabeza de broécoli infectada por Fusarium spp. y Alternaria spp.
(fuente propia).

1.1.3.2. Pardmetros nutricionales

Una de las principales caracteristicas del brocoli, que hacen que sea una hortaliza
altamente valorada, es su alto contenido de nutrientes (vitaminas, minerales,
folatos, etc.), necesarios para que el organismo pueda desarrollar sus funciones
bioldgicas y metabdlicas. En la Tabla 1. 1 se resumen las principales caracteristicas

nutricionales del brécoli.
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El brécoli aporta gran contenido de fibra dietética y aporta buen contenido de
proteinas si se lo compara con otras frutas y hortalizas. Ademas, es una buena fuente
de minerales como Na, K, Ca, Mg, Cl, P, S (macroelementos esenciales) y Fe, Zn, Mn,
y Cu (microelementos esenciales) (Moreno et al., 2006). El brécoli destaca por ser
una hortaliza con un elevado contenido de vitaminas (C, B1, B2, B5, B6, E, K, etc.),
donde la vitamina C es la mas estudiada por las grandes cantidades que tiene este
alimento. Las necesidades dietéticas normales de vitamina C en adultos humanos se
refieren a una ingesta minima de 60 mg/dia, por lo que el brécoli resulta una fuente
excelente de vitamina C, en el que se han descrito contenidos de 40 a 150 mg/100 g
(peso fresco), dependiendo de la variedad (Garcia Benzal et al., 2022). El brécoli
también es rico en acidos grasos insaturados (linolénico, linoleico) y saturados

(palmitico) (Lopez-Pérez et al., 2009)

Tabla 1. 1. Composicion nutricional de una porcion comestible de bréocoli
(100 g, peso fresco) (USDA, 2018).

P . Contenido . Contenido
Analisis proximal Minerales
(8) (mg)
Agua 89 Na 33
Proteinas totales 3.2 K 316
Carbohidratos (por diferencia) 6.6 Ca 47
Aziicares totales 1.4 Mg 21
Sacarosa 0.01 Cl 319
Glucosa 0.58 P 66
Fructosa 0.82 S 152
Fibra dietética total 2.6 Fe 0.73
Lipidos totales 0.4 Zn 0.41
Vitamina C (acido ascorbico 0.1 Cu 0.049
total)
Mn 0.21

Ademas del excelente perfil nutricional de esta hortaliza, el brdocoli presenta un
importante contenido de compuestos bioactivos (metabolitos secundarios),
también denominados fitoquimicos o fitonutrientes. Estos compuestos bioactivos
son aquellos que proporcionan beneficios para la salud mas alla de la nutricion
basica. Los fitoquimicos bioactivos no son esenciales para la salud humana, pero
pueden ejercer un impacto positivo y significativo en el curso de diversas

enfermedades y ser indispensables para la salud a largo plazo (Guijarro-Real et al.,
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2022a). En la siguiente seccion se describen los principales compuestos bioactivos

que se encuentran en el brocoli y sus beneficios para la salud humana.

1.1.4. Principales fitoquimicos bioactivos de las cruciferas y efectos

conocidos en la salud

Desde principios de la década de 1990, existe vasta evidencia epidemioldgica y datos
experimentales que vinculan el consumo regular de vegetales de la familia de las
cruciferas con la mejora o reduccion del riesgo a contraer enfermedades no
transmisibles como cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad y
enfermedades neurodegenerativas (Garcia-Ibafiez et al, 2022). Este efecto
preventivo y beneficioso para la salud se atribuye al contenido de compuestos
bioactivos que poseen estos vegetales. Los compuestos bioactivos se pueden
clasificar segun sus caracteristicas quimicas en sustancias fenolicas, terpénicas y
azufradas. Las cruciferas se caracterizan por contener sustancias bioactivas de las
tres familias, y por ello presentan particular potencial nutracéutico (Baenas, et al.,

2016).

1.1.4.1. Glucosinolatos

Los glucosinolatos (GSL) son compuestos nitrégeno-azufrados cuya presencia en el
brocoli es muy importante. Son metabolitos secundarios, estables, generados para
proteccion y defensa de la planta y son responsables de sus propiedades
organolépticas como sabor y aroma caracteristico. Los GSL son fitoquimicos
bioactivos que se encuentran presentes casi exclusivamente en las cruciferas (Di
Gioia et al., 2020). En las ultimas décadas, los GSL y sus productos de hidrdlisis (los
isotiocianatos e indoles) han captado especial interés en la comunidad cientifica,
debido a sus diferentes actividades bioldgicas y beneficiosas para diferentes estados
fisiopatolégicos croénicos, en los que se incluyen efectos antiinflamatorios y
moduladores del metabolismo energético, asi como activando diferentes
mecanismos de defensa a nivel celular para reducir la promociéon y desarrollo de

diferentes tipos de cancer (Ruiz-Alcaraz et al.,, 2022).

Los GSL son compuestos que comparten una estructura quimica comun de (3-D-

tioglucésido, una oxima sulfonada y una cadena lateral variable derivada de un
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aminodacido (metionina, fenilalanina, triptéfano, valina, alanina, leucina, isoleucina)

(Figura 1. 4) (Baenas et al,, 2016; Clarke, 2010; Quirante-Moya et al., 2020a).

tioglucésido oxima sulfonada

Figura 1. 4. Estructura basica de los glucosinolatos.

Segun la bibliografia, hay identificados mas de ciento veinte glucosinolatos de origen
vegetal que se diferencian por las cadenas laterales (R), que se modifican por
diversos mecanismos moleculares después de la sintesis del glucosinolato de origen
(Clarke, 2010; Ramirez et al., 2020b). Segtn el aminoacido precursor, los GSL se

pueden clasificar en tres grandes grupos:

e Alifaticos: derivados de la metionina, alanina, valina, leucina o isoleucina

e Inddlicos: derivados del L-triptofano, y

e Aromaticos: derivados de la L-fenilanalina y la L-tirosina
De los mas de cien tipos de glucosinolatos identificados, aproximadamente 50 de
ellos se encuentran con regularidad en las hortalizas del género Brassica de
consumo habitual. Por lo general, una uUnica planta contiene de 3 a 4 GSL
predominantes, aunque se han encontrado hasta 15 GSL diferentes (Verkerk et al.,
2009). En la Tabla 1. 2 se muestran algunos de los GSL mas comunes hallados en
brécoli y que fueron identificados en esta Tesis Doctoral. Es importante mencionar
que el perfil, contenido y distribuciéon de GSL en la planta de brécoli depende de
factores intrinsecos, como la genética del vegetal y el 6rgano estudiado, y de factores
extrinsecos como las condiciones ambientales, las practicas agrondémicas, la

manipulacién en cosecha y el posterior transporte, almacenamiento y procesado.



CAPITULO 1.

Tabla 1. 2. Estructura quimica de la cadena lateral, nombre quimico, nombre comun y abreviacién
de glucosinolatos comunes encontrados en brocoli (Brassica oleracea var. Italica) (Deng et al.,

2015).

Estructura de la cadena

Nombre quimico Nombre comtn Abreviatura
lateral
Alifaticos
CH3-S0O-CH2-CH2-CH;- 3-metilsulfinilpropil-gsl Glucoiberina GIB
CH3-SO-CH2-CH»-CH»-CHo- 4-metilsulfinilbutil-gsl Glucorafanina GRA
CH;3-S-CH2-CH2-CH2-CH- 4-metiltiobutil-gsl Glucoerucina GER
CH,=CH-CH»- 2-propenil-gsl Sinigrina SIN
Indodlicos
I -CH,—
N7 3-indolilmetil-gsl Glucobrasicina GB
1
AL ) (o . -
_TI\ 1-metoxi-3-indolilmetil Neoglucobrasicina NGB
H,CO gsl
/(J‘fu3
(A N—1-CH,— 4-metoxi-3-indolilmetil- , -
vi\] J sl 4-Metoxiglucobrasicina MGB
H
OH
//l\l - CH— 4-hidroxi-3-indolilmetil- 4- 4-HGB
XN gsl Hidroxiglucobrasicina
H
Aromaticos
2-feniletil-gsl Gluconasturtina GST

@—CH:— CH,—

En cuanto a la biosintesis, los GSL provienen del metabolismo de los a-aminoacidos,

a través de una serie de reacciones en las que el grupo carboxilo se pierde y el

carbono a se transforma en el carbono central del GSL (Figura 1. 5). La biosintesis

de estos compuestos pude dividirse en tres fases (Sgnderby et al., 2010):

1) Elongacidn de la cadena lateral de los aminoacidos

Los aminoacidos (AA) alifaticos o aromaticos son desaminados y la molécula

resultante (2-oxo acidos) condensa con un Acetil-CoA para formar un derivado del

2-malato, que se isomeriza a 3-malato. A continuacion, ocurre la oxidacién y

descarboxilaciéon donde se pierde el carboxilo del AA inicial, y da lugar a una
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molécula de 2-oxo &cido elongada, que puede entrar nuevamente al ciclo de

elongacidon, o mediante transaminacion, formar un AA elongado.

2) Sintesis del GSL a partir del aminoacido modificado
La biosintesis de la estructura basica de los GSL a partir de los AA modificados
involucra intermediarios comunes para todos los GSL, que incluyen sustancias como
N-hidroxi-aminoacidos, componentes oxido de nitrilo, aldoxinas,
desulfoglucosinolatos (entre otras), y a las Citocromo P450 como catalizadoras de

la conversion de AA a aldoximas.

3) Modificaciones de la cadena lateral del GSL
Luego de la formacion de los glucosinolatos parentales, se desarrolla un amplio
rango de modificaciones del grupo R (oxidaciones, esterificaciones, hidroxilaciones,
metoxilaciones, alquenilaciones, benzoilaciones, etc.) que dan lugar a los distintos
GSL. La actividad biolégica de los GSL estd determinada en gran medida por la
estructura de la cadena lateral, lo que hace que las modificaciones secundarias sean
interesantes desde el punto de vista de su aplicacion, pero segin Sgnderby et al.
(2010) las bases moleculares de estas trasformaciones secundarias atin son poco

conocidas.
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Acetil CoA
L

r—cH—coow  Aminoacido
[
HHE

R —{CH 3, —CH— COOH
NH,

Ciclo de elongacion

(aminoacido elongado)

§—CHy—CH—COOH r
-

R—CHz—C LY N .
[ 7 S-alquiltiohidroximato
A OH
S=— p=—0Glucose

R—C” .

1 Glucosinolato

N

~0S0y

r

Glucosinolato con cadena
lateral modificada

Figura 1. 5. Modelo bioquimico de la sintesis de glucosinolatos. Extraido y
modificado de Verkerk et al. (2009).

La accidn biolédgica de los GSL y su efecto beneficioso sobre diversas enfermedades
se han atribuido principalmente a los productos de su hidrolisis, los isotiocianatos
(Garcia-Ibafiez et al., 2022; Quirante-Moya et al., 2020). Generalmente, los GSL son
moléculas estables quimica y térmicamente, por lo que su hidrolisis es
principalmente enzimatica. Los GSL y la enzima que cataliza su hidrdlisis, la
mirosinasa, se encuentran dentro de la célula, pero en compartimentos diferentes.
Cuando se origina una ruptura de la célula, ya sea por procesos de estrés o lesiones
en los tejidos, la molécula de GSL entra en contacto con la enzima produciéndose la
hidrolisis inmediatamente (Figura 1. 6). Este mecanismo también se desencadena
durante la masticaciéon y en la digestion, ya que en la microbiota intestinal hay
enzimas con actividad hidrolitica, similar a la mirosinasa vegetal, que pueden
escindir la glucosa y dar lugar a la formacién de un compuesto intermedio inestable,
aglicona tiohidroximato-0-sulfonato, que sufre un reordenamiento espontaneo para

dar lugar ala forma bioactiva, los isotiocianatos (ITC) u otros productos de hidroélisis
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con menor actividad (p. €j., tiocianatos, nitrilos, epitionitrilos, oxazolidina-2-tionas)
(Garcia et al.,, 2022). En la Tabla 1. 3 se muestran algunos de los ITC, y sus GSL

precursores, mas comunes y estudiados del brocoli.

HSO;
HO H,0 Glucosa {"B R-N=C=S Isotiocianato
0 S
OH
KC’ " OH \ / E(I:/ —» R-C=N Nitrilo
ﬂj\ Mirosinasa Q
0SO03 0S0;3 —— R-S-C=N Tiocianato

Glucosinolato

Figura 1. 6. Hidrolisis de glucosinolato catalizada por la enzima mirosinasa.
Extraido y modificado de Baenas et al. (2016).

Tabla 1. 3. Productos de hidrélisis de los glucosinolatos mas representativos del
brécoli (Castro-Torres et al., 2020).

Glucosinolato Isotiocianato asociado
Glucoiberina Iberina (IB)
Glucorafanina Sulforafano (SFN)
Glucoerucina Erucina (ERC)
Glucobrasicina (y Metoxi-, hidroxi-, y Indol-3-carbinol (I3C), y su
Neo-glucobrasicina) dimero 3,3-Di-Indolmetano (3,3DIM)
Gluconasturtina Fenetil-iso-tiocianato

Como se ha hecho mencion, existe amplia evidencia epidemioldgica y empirica que
vincula el consumo de alimentos o ingredientes ricos en GSL/ITC con efectos
positivos sobre varios tipos de cancer (colon, mama, ovarios, pulmon, cuello, etc.) y
enfermedades cronicas de alta prevalencia como diabetes y obesidad, enfermedad
cardiovascular y deterioro cognitivo, entre otras (Quirante-Moya et al., 2020; Villafio

etal., 2019).

De los compuestos de hidrolisis mas estudiados, el principal ha sido el sulforafano,
producto de la hidroélisis de la glucorafanina que suele ser uno de los GSL mas
abundantes en el brdcoli (Houghton, 2019; Ruiz-Alcaraz et al., 2022). El sulforafano
puede interferir en varias rutas de sefializacion celular: inhibiciéon de enzimas que
activan la carcinogénesis, induccidon de enzimas detoxificadoras de carcinégenos,

aumento de la apoptosis, paralizaciéon de la progresién del ciclo celular y otros
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mecanismos que aun no estan del todo dilucidados, pero que se unen a las
evidencias previas de la capacidad del sulforafano para actuar en las diferentes
etapas del desarrollo del cancer, desde la iniciaciéon y la progresion, hasta la

apoptosis (Nufiez-Sanchez et al., 2022).

Existen varios estudios, tanto in vitro como in vivo, donde se demuestra la accién de
GSL e ITC en el metabolismo lipidico, porque pueden unirse a los acidos biliares y
reducir la absorcién de grasa de la dieta. Ademas, en tratamientos con alimentos
ricos en glucorafanina y sulforafano, se ha constatado un efecto sobre los perfiles
lipidicos de pacientes con diabetes tipo II o no-insulino-dependiente. Se ha
demostrado que el indol-3-carbinol (I3C) disminuye la expresién génica y la
actividad de enzimas lipogénicas claves en el tejido adiposo. Ademas, el I3C mejoré
significativamente los niveles de glucosa e insulina en pacientes con diabetes tipo II
(Bahadoran et al, 2012). El 3,3'-Diindolilmetano (DIM) ha mostrado actividad
antitumoral en varios tipos de cancer, incluidos colon, pancreas, prostata y gastrico
(Ye et al,, 2016). Estudios recientes han reportado que tratamientos con 3,3'-DIM
presentan potencial para mejorar la eficacia quimioterapéutica en el cancer de

higado (Jiang et al., 2019).

Por otra parte, se ha demostrado que tanto GSL como ITC son potenciales agentes
antiinflamatorios naturales. Estos compuestos reducen la produccién de citoquinas
proinflamatorias claves en el establecimiento y mantenimiento de procesos
inflamatorios sistémicos a largo plazo, que provocan numerosas patologias crénicas
como artritis reumatoide, diabetes tipo II, asma, enfermedad cardiovascular y

deterioro cognitivo, entre otras (Garcia-Ibafiez et al.,, 2022; Medina et al., 2015).

1.1.4.2. Compuestos fendlicos

Ademas de los GSL, los compuestos fenolicos son el otro grupo de compuestos
bioactivos presentes en cantidades importantes en las cruciferas y que contribuyen
significativamente a sus cualidades nutracéuticas (Baenas, et al., 2016). Son
metabolitos secundarios cuya estructura quimica va desde estructuras simples, de
bajo peso molecular, con un solo anillo aromatico, hasta taninos grandes y complejos

y derivados de polifenoles. Se pueden clasificar segin el nimero y disposicion de
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sus atomos de carbono en flavonoides (flavonoles, flavonas, antocianidinas,
isoflavonas, entre otros) y no flavonoides (acidos fendlicos, acidos hidroxicinamicos,
estilbenos, entre otros). Se encuentran cominmente conjugados con azucares y
acidos organicos (Cartea et al.,, 2010). Derivan de la fenilalanina a través de la ruta
de los fenilpropanoides o del acetato-malonato, y la biosintesis es catalizada

principalmente por la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) (Villafio et al., 2019).

Los (poli)fenoles son uno de los grupos mas importantes de fitoquimicos con
capacidad antioxidante de los alimentos vegetales. Su efecto protector frente al dafio
oxidativo, que a su vez se relaciona con el desarrollo de varios tipos de
enfermedades croénicas, estd ampliamente estudiado. Muchos de los efectos
beneficiosos de las cruciferas en la salud se han atribuido al alto contenido de

compuestos fendlicos que poseen estas hortalizas (Baenas et al., 2018).

Los compuestos fenoélicos mas comunes en las cruciferas como el brécoli son los
flavonoides (principalmente los flavonoles quercetina, kaempferol e isorhamnetina)
y derivados de acidos hidroxicindmicos (principalmente del acido clorogénico y
sindpico) (Cartea et al., 2010). Los flavonoides (Figura 1. 7), cumplen funciones
importantes y variadas en las plantas como proteccidn frente a radiacién UV,
pigmentacion, estimulaciéon de nddulos fijadores de nitrégeno, resistencia a

enfermedades, entre otras (Ghani, 2020).

OH ¢]

Quercetina Kaempferol

Figura 1. 7. Flavonoles comunes del brécoli (Brassica oleracea var. Italica Plenck).
Extraido y modificado de Ghani (2020).

Los acidos hidroxicindmicos (HCA) son un tipo de compuestos fendlicos no
flavonoides, caracterizados por una estructura quimica C6-C3 (Figura 1. 8). Estos

compuestos, y sus derivados, se encuentran presentes en numerosas frutas y
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hortalizas, libres o formando parte de polimeros vegetales en la pared celular,
cumpliendo funciones de defensa tanto quimica como estructural. Dentro de las HCA
mas comunes del brécoli se encuentran el 4cido sinapico, acido clorogénico, acido p-

cumarico y acido ferulico (Ghani, 2020).

0
° HO ol
o 3
e} 2 S
. HBC/ OH ) OH
OH - o
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HO o™ = H.C

HO o N

CH; OH HO'

Acido p-cumarico Acido sinapico Acido clorogénico Acido feriilico

Figura 1. 8. Algunos de los acidos hidroxicinamicos mas comunes del brécoli y las
cruciferas. Extraido y modificado de Ghani (2020).

En los ultimos afios, los compuestos fenoélicos han sido intensamente investigados
por sus efectos promotores de la salud, incluyendo propiedades antiinflamatorias,
inhibicion enzimatica, propiedades antimicrobianas, antialérgicas y antitumorales
(Tavares-da-Silva et al., 2016). Pero la accién mas importante de este grupo de
compuestos bioactivos es su actividad antioxidante (Ruiz et al., 2018). Pueden
desempefiar un papel importante en la adsorcion y neutralizaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la extincién del oxigeno singlete y triplete o la
descomposiciéon de peroxidos. Las ROS, derivadas de los procesos de oxidacion, son
una parte importante de los mecanismos de defensa contra infecciones, pero su
generacion excesiva puede dafiar los tejidos y generar enfermedades como cancer,
aterosclerosis, inflamacion y enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson
o Alzheimer. Por lo tanto, los compuestos fenodlicos se consideran posibles agentes
protectores, reduciendo el dafio oxidativo de las ROS en el cuerpo humano y
retardando el progreso de muchas enfermedades cronicas (Cartea et al., 2010;
Medina et al., 2015; Ruiz-Alcaraz et al., 2022). Estudios recientes demuestran como
los acidos hidroxicindmicos y sus derivados inhiben la propagacién metastasica de

células en pulmones y huesos (Igbal et al., 2022).

En los ultimos afnos ha habido un gran avance identificando efectos beneficiosos de

la ingesta de fitoquimicos en diversas enfermedades, y en la explicaciéon de los
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mecanismos de accién. Cuestiones como su identificacion y cuantificaciéon en
diferentes matrices alimentarias, técnicas en el procesado y en la conservacién para
mantener tanto la seguridad de frutas y hortalizas, como su contenido en
fitoquimicos biodisponibles y bioactivos, forman parte de las lineas de investigaciéon
relevantes y retos de futuro en la obtencién de alimentos de calidad, que permitan
prevenir y ayuden en la modulacién y tratamiento de enfermedades crénicas no

transmisibles y de alta prevalencia del siglo XXI.

1.2. Fisiologia postcosecha

Las frutas y hortalizas son 6rganos vivos, que contindan con su actividad metabdlica
después de la cosecha. Durante el periodo de postcosecha, los productos
hortofruticolas experimentan una serie de cambios asociados a reacciones
bioquimicas que suceden a nivel celular y conllevan a la pérdida de calidad y el
deterioro del producto. La interaccion con el ambiente condiciona estos procesosy,
por lo tanto, se pueden establecer condiciones para ralentizarlos y mantener la
calidad por un mayor tiempo, extendiendo la vida util de estos alimentos (Yahia,

2019).

Durante la postcosecha, los tejidos vegetales continian consumiendo nutrientes,
pero, a diferencia de cuando se encuentran en la planta, estos componentes no se
vuelven a suministrar al tejido vegetal, provocando su deterioro (Robertson, 2016).
La respiracion, es el proceso responsable de la obtencion de energia y de la sintesis
de precursores bioquimicos esenciales para el crecimiento y mantenimiento del
tejido celular (Robertson, 2016). Varios mecanismos bioquimicos y fisiologicos
estan relacionados con el proceso de respiracion, incluyendo hidroélisis de
carbohidratos, sintesis de compuestos volatiles, pigmentacion, entre otros.
Esencialmente, la respiracion es la degradacion oxidativa de compuestos organicos
de reserva a moléculas simples (como diéxido de carbono y agua) con liberacion de
energia (Fonseca et al., 2002; Saltveit, 2019). El proceso consume Oz en una serie de
reacciones enzimaticas. Glucdlisis, el ciclo del Krebs y el sistema de transporte de

electrones son las vias metabolicas de la respiracion aerdbica (Figura 1. 9).
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Figura 1. 9. Descripcion general del metabolismo respiratorio, localizacion en la
célula de las reacciones que comprenden este mecanismo y algunos de los productos
derivados. Extraido y adaptado de Saltveit (2019).

Cuando los sustratos son principalmente carbohidratos, el cociente respiratorio
(RQ) (relacion de CO2 producido y O2 consumido) es igual a 1. Por ejemplo, la
oxidacion de la glucosa (uno de los sustratos predominantes) puede escribirse

como:
CeH,,06 + 60, = 6C0, + 6H,0 + energia

de cuya estequiometria se desprende que el consumo de Oz es igual a la generaciéon

de COz2.

Cuando el sustrato es un lipido, el RQ es menor que 1, debido a que la relacién
carbono/oxigeno es menor en estos compuestos que en los carbohidratos. Cuando
el sustrato son acidos organicos, el RQ es mayor a 1. Por lo tanto, los RQ normales
reportados van desde 0,7 a 1,3. Cuando el RQ es mucho mayor a 1, indica que se esta
desarrollando una respiracion anaerobia o fermentaciéon. En el metabolismo
fermentativo, se da la descarboxilacion del piruvato obteniendo CO:2 y etanol, sin

consumo de Oz (Fonseca et al., 2002; Robertson, 2016).
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La respiracién es uno de los procesos metabdlicos mas relevantes que conlleva al
deterioro de las frutas y hortalizas durante la postcosecha. Cuanto mayor es la tasa
respiratoria, mas rapida es la pérdida de calidad. Es por ello que la mayor parte de
las tecnologias postcosecha estan enfocadas en reducir la tasa respiratoria con el
objetivo de prolongar la vida util de estos productos (Opara et al., 2019a). Ademas,
las tecnologias aplicadas deben controlar la tasa respiratoria para evitar la
respiracion anaerobica, que implica la generaciéon de productos indeseados que
aceleran el deterioro del vegetal (Fagundes et al., 2015; Mastrandrea et al., 2017).
El brocoli se caracteriza por presentar una alta tasa respiratoria, por lo que es
altamente perecedero (vida util no mayor a 3 dias) y resulta imprescindible aplicar

tecnologias de conservacion para su adecuada comercializacién (Gao et al., 2018).

La temperatura se ha identificado como el factor externo con mayor impacto en la
tasa respiratoria. En general, las reacciones bioldgicas se aceleran entre 2 o 3 veces
al aumentar 10°C la temperatura. Es por ello que la refrigeraciéon es uno de los
factores mas relevantes durante la postcosecha, independientemente de que se

apliquen otras tecnologias de conservacion (Robertson, 2016).

El estrés o dafio provocado en los tejidos también aumenta significativamente la tasa
respiratoria. La ruptura de tejidos desencadena la producciéon de compuestos (por
ejemplo, etileno) que estimulan la respiracidn acelerando el deterioro y senescencia
del tejido. Las lesiones pueden originarse por dafos mecanicos durante el
transporte o por cortes, por ejemplo, durante la produccion de frutas y hortalizas

minimamente procesadas (Yahia et al.,, 2019).

Otros factores externos que afectan a la respiracion son las concentraciones de Oz y
COz2. En la literatura cientifica estd ampliamente descrito que la tasa respiratoria se
ralentiza al disminuir el Oz disponible como consecuencia de la reduccion de la
actividad metabdlica, debida a una disminucion de la actividad de enzimas oxidasas
como la polifenoloxidasa, acido ascérbico oxidasa o la acido glic6lico oxidasa. La
influencia del CO2 alin no esta tan clara y depende del tipo de producto y del tiempo
de exposicion al gas, entre otros factores (Fonseca et al., 2002; Saltveit, 2019). Una
de las hipdtesis de por qué el CO2 puede disminuir la tasa respiratoria es porque es
un producto del proceso de respiracidon y causa inhibiciéon por producto. Otra

hipotesis es que las concentraciones elevadas de CO2 podrian afectar el ciclo de
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Krebs y la actividad mitocondrial. La evidencia reciente muestra que la modificacién
de la atmosfera circundante inhibe la tasa respiratoria prolongando la vida util de
los alimentos, por lo que el envasado en atmosferas modificadas es una de las
tecnologias mas ampliamente utilizadas en la conservacién en postcosecha de frutas

y hortalizas (Opara et al,, 2019a).

Ademas de la pérdida de agua que origina la respiracion, los tejidos vegetales
pierden agua durante la postcosecha por el proceso de transpiracion. Esta pérdida
de agua suele ser un problema grave en la mayoria de los vegetales ya que provoca
la pérdida de peso y cambios en la textura como marchitamientos, pérdida de
firmeza, contraccion, etc. (Bovi et al., 2018). Para el brécoli se ha reportado que
pérdidas de peso mayores al 6% respecto al peso inicial, lo convierten en un
producto inviable comercialmente (Yildiz & Wiley, 2017). La ausencia de un control
de la pérdida de agua puede dar lugar a pérdidas superiores al 50% de su peso en
tan s6lo 5 dias (condiciones ambientales) (Jia et al., 2009; Malekzadeh et al., 2023).
La transpiracién es un proceso de transferencia de masa, donde el agua se mueve
desde el producto hacia la atmosfera circundante. Principalmente, es consecuencia
de dos fendmenos: la respiracion que genera calor y afecta el trasporte de agua hacia
la superficie y la posterior evaporacion; y el gradiente de presién de vapor de agua
entre el producto y el ambiente, que afecta la transferencia de agua desde el
producto hacia la atmosfera circundante (Castellanos et al.,, 2016; Madonna et al.,,
2018). Es por esto que la temperatura y la humedad relativa juegan un papel
fundamental en el control de la transpiracién y mantenimiento de la calidad de los

vegetales durante su almacenamiento (Madonna et al., 2018; Robertson, 2016).

Otro de los fendmenos importantes que se desarrolla en el brécoli durante la
postcosecha es el amarilleo debido a la degradacion de clorofilas. Como se ha
mencionado, el color es un aspecto critico de la calidad del brocoli, por lo que el
control de la degradacion de clorofilas durante la vida util es importante. La
degradacion de las clorofilas esta directamente relacionada con los procesos de
senescencia y al metabolismo energético (Huang et al, 2021). El proceso de
degradacion de clorofilas en el brécoli consiste en dos etapas: la primera es la
conversion de la clorofila en otros compuestos “no verdes” en los cloroplastos, y la

segunda es el transporte de estos catabolitos “no verdes” hacia las vacuolas. Estos
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procesos son catalizados por varias enzimas catabdlicas, entre las que se encuentran
la clorofilasa, feofitinasa y feoforbida oxigenasa. La clorofilasa actia no solo como la
primera enzima de la via catabélica de la clorofila, sino también como la enzima
limitante de la velocidad del catabolismo (Huang et al., 2021). Es por ello que la
aplicacion de tecnologias que permitan inhibir la actividad de estas enzimas
retardando la degradacion de clorofilas pueden contribuir en la extension de la vida

postcosecha del brécoli.

El crecimiento de microorganismos tales como bacterias, levaduras y mohos, es otro
de los fendémenos que se desarrolla durante la vida postcosecha y que debe
controlarse ya que compromete aspectos de inocuidad, organolépticos y vida util del

producto (Yahya et al., 2019).

1.3. Envasado en atmoésfera modificada

Después de la refrigeracidn, el envasado en atmosfera modifica (MAP) es la segunda
tecnologia mas eficaz en el control de los procesos de senescencia de frutas y
hortalizas, siendo importante para la reduccién de pérdidas en el sector
hortofruticola (Fagundes et al., 2015; Opara et al., 2019a). Es una tecnologia de bajo
costo relativo, flexible (puede aplicarse desde envases individuales hasta pallets) y
que aporta valor afiadido a los productos frescos haciéndolos mas faciles para su uso

y mejorando su presentacion (Mashabela et al., 2019).

En términos generales, la tecnologia MAP consiste en el confinamiento de alimentos
en un envase en el que la atmdsfera interior se modifica para proporcionar una
atmdsfera adecuada para conservar la calidad y extender la vida util del alimento
(D. S. Lee, 2021). En el caso de frutas y hortalizas, donde el producto respira y
transpira, la tecnologia MAP consiste en el envasado de estos productos frescos en
films permeables a los gases y al vapor de agua. En este sistema, se establece una
interaccion dinamica entre el producto y el envase, generando la modificacion de la
atmdsfera en contacto con el producto (Opara et al., 2019a; Robertson, 2016). La
modificacion de la atmosfera viene dada principalmente por la interaccion de dos

fendmenos: la respiracion, que consume Oz y genera CO2 y agua, y la transferencia
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de gases entre el interior y exterior del envase a través del film (Castellanos et al.,

2016) (Figura 1. 10).

7
,” Ambiente Envase »

Y2 T - Y*%02
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Figura 1. 10. Esquema de los flujos de Oz, CO2 y vapor de agua en un sistema MAP.
Extraido y modificado de Opara et al. (2019a).

Como consecuencia de estos procesos, el espacio dentro del envase se empobrece
en Oz y se enriquece en CO2 a lo largo del tiempo. Eventualmente se llega a una
atmosfera de equilibrio (estado estacionario) cuando las velocidades de
transferencia de cada gas a través del film son iguales a la tasa respiratoria. Las
ecuaciones (1) y (2) describen los cambios en la concentraciéon de gases en el envase
en funcién del tiempo (balance de masa global), bajo las hipotesis de que no hay
estratificacion de gases dentro del envase y que la presidon dentro del mismo es

constante.

0Coz _ P02*A*(C02,,=C02)
Vlibre * at e - RROZ *m (1)

9Cco2 Pcoz*A*(Ccozext—Ccoz)
Viibre * FYS B — RR¢pz *xm (2)
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Donde:

Viipre €s el volumen libre del envase (m3)

C es la concentracién dentro del paquete (mol m-3)

Cext es la concentracidon de la atmdsfera exterior (mol m-3)
t es el tiempo (s)

P es la permeabilidad del film de envasado (m3 pum m-2 s-1)
A es el area de transferencia (m?)

e es el espesor del film de envasado (um)

RR es la tasa respiratoria (mol kg1 s'1)

m es la masa del producto envasado (kg)

La reduccién de O: e incremento de CO:2 dentro del envase enlentecen varios
mecanismos vinculados al deterioro de las frutas y hortalizas como la respiracion,
pardeamiento enzimatico, degradacion del color y textura, pérdida de nutrientes,
deshidratacion y crecimiento microbiano (Mahajan & Lee, 2023). Como
consecuencia, se logra mantener la calidad y extender la vida util de estos productos

(D.S. Lee, 2021).

Ademas de la modificacion en términos de Oz y CO2, el MAP permite mantener una
humedad relativa alta dentro del envase, ya que el film actia como una barrera al
vapor de agua. El menor gradiente de humedad entre el producto y el ambiente
disminuye la tasa de transpiracion del producto, reduciendo significativamente su

deshidratacion (Belay et al., 2018; Hussein et al., 2015).

El MAP puede ser pasivo o activo. En el MAP pasivo la atmdsfera de equilibrio
deseada se alcanza exclusivamente por la interaccion entre la respiracion del
producto y la permeabilidad del film. En el MAP activo se busca acelerar la obtencion
de la atmésfera deseada inyectando una mezcla gaseosa para sustituir el aire del

espacio cabeza antes del sellado hermético del envase (Opara et al., 2019a).
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Por lo tanto, el disefio del MAP implica estudiar la relacién entre los distintos
factores que se interrelacionan durante el periodo de almacenamiento y que
generan las concentraciones de Oz, CO2 y humedad relativa dentro del envase.
Algunos de estos factores son: permeabilidad del film a los gases y al vapor de agua,
espesor del film, drea del envase, tasa respiratoria del producto, masa de producto
a envasar, condiciones de almacenamiento (temperatura y humedad relativa), entre

otros (Yildiz & Wiley, 2017).

La seleccion del material de envasado es uno de los aspectos mas relevantes
(Castellanos et al., 2016; Fonseca et al., 2002). Sin embargo, los films poliméricos
disponibles comercialmente para el MAP presentan varias limitaciones. Por
ejemplo, presentan bajas permeabilidades al Oz y CO2z y una relaciéon alta de
permeabilidad CO2/02 (un factor que se denomina 3) que no es conveniente para
productos de alta tasa respiratoria, ya que aumenta el riesgo de anaerobiosis.
Ademas, presentan alta barrera al vapor de agua generando condensaciéon y
aumentando el riesgo de proliferacién microbiana (Mahajan & Lee, 2023). Las
limitaciones de los films poliméricos disponibles y el interés de la aplicacién de MAP
en productos hortofruticolas de alta tasa respiratoria ha dado lugar al desarrollo de
nuevos sistemas de envasado. Asi surge el envasado en atmoésfera modificada
mediado por perforaciéon (PM-MAP), que se basa en alterar la permeabilidad de los
films a través de la realizacion de macro o micro perforaciones (Figura 1. 11) (Qu
et al, 2022). De esta manera se logra regular la permeabilidad del film para
adecuarla a los requerimientos de cada producto a través del nimero, tamafio y
posicion de las perforaciones (Fonseca et al., 2000; Hussein et al., 2015). Lo que se
busca es mejorar las propiedades de transferencia del film para que se alcancen
rapidamente condiciones de equilibrio de Oz, CO2 y humedad relativa adecuadas y

seguras para cada producto (Hussein et al., 2015).
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Alg B
O ?

100 micrones

100 micrones

Figura 1. 11. Imagenes de diferentes micro perforaciones. A - micro peroraciéon
laser en polipropileno biorientado. B - perforacion mecanica en tereftalato de
polietileno. Extraido y modificado de Hussein et al. (2015).

Actualmente, hay varias limitaciones para la aplicacion del MAP en el sector
agroindustrial, como son la especificidad requerida para cada producto que se
envasa, la baja permeabilidad a los gases y vapor de agua que presentan los films
convencionales y los abusos de temperatura que existen dentro de la cadena de
suministro. Atender estas cuestiones en el disefio de sistemas de envasado es
necesario para extender la vida util de los productos hortofruticolas frescos

(Mahajan & Lee, 2023).

Por otra parte, el MAP presenta la desventaja de generar grandes cantidades de
residuos plasticos, ya que los films de envasado utilizados no son biodegradables.
Uno de los desafios que presenta esta tecnologia para contribuir a la sostenibilidad
medioambiental y ajustarse a las nuevas normativas de envases plasticos, es el
cambio hacia materiales de envasado pensados en el marco de una economia
circular (Mahajan & Lee, 2023). Por lo tanto, los estudios de aplicacion de nuevos
materiales de envasado sostenibles para el sector de las frutas y hortalizas frescas,
como alternativa a los plasticos convencionales, es una linea de investigacion

relevante en esta area a nivel internacional (Shaikh et al., 2021).
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1.4. Frutasy hortalizas minimamente procesadas
1.4.1. Aspectos generales

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas son aquellas que han sido
sometidas a operaciones leves como lavado, desinfeccién, pelado, cortado y/o
envasado, con el fin de ofrecer comodidad y funcionalidad a los consumidores, a la
vez que se garantiza la seguridad y calidad (Alzamora et al., 2016; Rehan et al,,
2021). En la Figura 1. 12 se muestran las operaciones unitarias generales que
forman parte del proceso de elaboracion de frutas y hortalizas minimamente

procesadas.
Recepcion de materia pr_ima
Enfriamiento y almacenamiento
Clasificacion

Pre-lavado

Corte, pelado, otros

Lavado y desinfeccidon

Escurrido, centrifugado

Pesado y MAP pasiva o activa

Almacenamiento

Figura 1. 12. Diagrama de flujo general del proceso de produccién de productos
hortofruticolas minimamente procesados. Extraido y modificado de Yildiz & Wiley

(2017).

Estos productos estan listos o preparados para consumir o cocinar de forma sencilla,

»n o«

y se denominan productos IV gama (o en inglés “ready-to-eat”, “fresh-cut”, “easy-to-
use”). Dentro de estos productos encontramos vegetales o frutas cortadas,
ensaladas, mezclas de vegetales listos para cocinar, entre otros. Los productos IV

gama se caracterizan por ser semejantes a las frutas y hortalizas frescas intactas, es
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decir que deben conservar la frescura, calidad fisicoquimica, organoléptica y
nutricional (Yousuf et al., 2020). La ventaja para el consumidor es que ofrecen un
considerable ahorro de tiempo en la preparaciéon de las comidas y permiten tener
acceso a alimentos saludables de forma practica y comoda. Ademas, el producto se
aprovecha en un 100% reduciendo la generacion de residuos alimentarios a nivel
domeéstico y de restauracion y hosteleria. Sin embargo, generan una gran cantidad
de residuos plasticos, que es uno de los desafios actuales del sector agroalimentario
a nivel industrial, en la busqueda de soluciones sostenibles para el envasado de
alimentos, que sean compatibles con los objetivos globales de desarrollo sostenible
(Shaikh et al,, 2021a). Otro reto importante de la industria IV gama es frenar el
acelerado deterioro de los productos “listos para comer” frente a los vegetales
frescos sin procesar (Yildiz & Wiley, 2017). Las operaciones de procesado minimo
desencadenan reacciones quimicas que aceleran la senescencia y favorecen una alta
tasa de respiracion de los tejidos (Sandhya, 2010; Yousuf et al., 2020). Operaciones
como el pelado y corte provocan la ruptura de tejidos liberando enzimas y
acelerando procesos fisicos y bioquimicos asociados a la degradacién del color,
textura, sabor y otros procesos indeseados. Ademas, estas operaciones afectan el
contenido de nutrientes y compuestos bioactivos provocando pérdidas
nutricionales sustanciales a lo largo de la vida util de estos productos (Yildiz &

Wiley, 2017).

Para que los productos minimamente procesados conserven las caracteristicas
originales de las frutas y hortalizas frescas durante su comercializacidn, es necesario
aplicar tecnologias de conservacion. Las tecnologias de conservacién mas utilizadas
se basan en las bajas temperaturas de procesamiento y almacenamiento, aplicacién
de atmosferas modificadas y tratamientos con desinfectantes y conservantes. Se
utiliza es el concepto de tecnologia de obstaculos, donde se aplica una combinacién
de estas tecnologias de forma de que sean varias las barreras impuestas para el
deterioro (Ramos et al, 2013). En los ultimos afios, también se han estudiado
tecnologias de conservacion emergentes como la aplicacién de desinfectantes
alternativos al cloro, la aplicacién de soluciones antioxidantes y antimicrobianas, la
radiaciéon UV-C, el empleo de ultrasonidos de alta potencia, pulsos de luz, plasma
frio, altas presiones hidrostaticas, sistemas de envasado activos e inteligentes,

peliculas comestibles, entre otras (De Corato, 2019).
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1.4.2. Estado actual y tendencias

Los productos IV gama aparecen en Estados Unidos en la década de los 1970s. A
partir de entonces, el mercado se ha expandido al resto del mundo y ha crecido de
forma exponencial. Una de las fuerzas dominantes que impulsan esta demanda es la
creciente necesidad de alimentos de facil preparacion y consumo. Algunos de los
factores socioeconémicos vinculados con esta necesidad son los cambios en el estilo
de vida de los consumidores (se dispone de menos tiempo para cocinar),
incorporacién de la mujer al mundo laboral, tamafio de las familias y hogares,
aumento de la esperanza de vida, entre otros (Alzamora et al., 2016). En los paises
desarrollados, esto se ve directamente reflejado en la composicion del mercado de
frutas y hortalizas frescas, donde los productos minimamente procesados son los
que predominan (Figura 1. 13). Por otro lado, la mayor concientizacién de los
consumidores por la alimentacién y su impacto en la salud han aumentado la
demanda de productos frescos, seguros y de alta calidad nutritiva. Dentro de estos
productos se encuentran las frutas y hortalizas, que estan asociadas directamente a
efectos beneficiosos sobre la salud humana, atribuidos principalmente a su alto
contenido de compuestos bioactivos, vitaminas, fibras y minerales. Estas tendencias
de consumo contribuyen significativamente al crecimiento del mercado de frutas y
hortalizas minimamente procesadas. La pandemia de COVID-19 también ha tenido
un impacto significativo en el sector de procesado de frutas y hortalizas, ya que ha
destacado la importancia de comer de una manera segura y nutritiva, aumentando
la tendencia al consumo de productos frescos y saludables. Los productos
alimentarios veganos también estan presentando una gran demanda, lo que crea
nuevas oportunidades en el sector de productos IV gama (Ahmadzadeh &

Khaneghah, 2020; De Corato, 2019; de Corato, 2020).
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Hortalizas frescas Frutas y
29% hortalizas
minimamente
procesadas
48%

Frutas frescas
23%

Figura 1. 13. Mercado de frutas y verduras frescas y minimamente procesadas en
EEUU. Extraido y modificado de De Corato (2020).

Segun estudios de investigacion recientes, el tamafio y participacion del mercado
mundial de procesado de frutas y verduras fue de alrededor de US$ 310 mil millones
en 2021 y se prevé que crezca a alrededor de US$ 530 mil millones para 2028, con
una tasa de crecimiento anual del 7,5% durante el periodo 2022 - 2028
(GlobeNewswire, 2022). Sin embargo, para que el mercado pueda crecer como es
esperado, la industria de procesamiento minimo de frutas y hortalizas debe
enfrentar desafios importantes. Incorporar mejoras en las tecnologias que permitan
mantener los productos frescos, preservar la calidad nutritiva y extender la vida util
para lograr un suministro factible de acuerdo con los requisitos del consumidor, son
algunos de estos desafios (De Corato, 2020). Ademas, el procesado minimo de frutas
y hortalizas debe evolucionar ain mas en términos de una mejor conservacion de
las propiedades nutritivas y promotoras de la salud, al mismo tiempo que garantice

alimentos seguros, con buenas caracteristicas organolépticas y sostenibles.

1.4.3. Problemas y necesidades de la industria de alimentos minimamente

procesados

La industria de las frutas y hortalizas IV gama presenta limitaciones que podrian

impedir el crecimiento del mercado. Una de ellas es la gestion de la temperatura en
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las cadenas de suministro, que es clave en el mantenimiento de la calidad, seguridad
y extension de la vida util de estos productos. El abordaje de este aspecto resulta
fundamental para lograr reducir un problema importante de la industria
alimentaria: la pérdida y el desperdicio de alimentos. La gestion de las cadenas de
frio esta recibiendo cada vez mas atencién tanto en la practica como en la literatura
cientifica. Existen datos que dejan en evidencia el abuso de temperatura que reciben
los productos IV gama. En Estados Unidos, Nunes et al. (2009) reporté fluctuaciones
de temperatura desde 0°C a 19°C para frutas y hortalizas frescas cortadas y desde
1°C a 19°C para ensaladas en bolsa. En los articulos se expresa que, debido a la falta
de control de temperatura durante el suministro, la mitad de estos productos son
desperdiciados. Zeng et al. (2014) informaron fluctuaciones de temperatura para
ensaladas en bolsa de entre 0°C y 8°C durante el transporte y de entre 1°C y 10°C
durante el periodo de venta minorista. Brown et al. (2016) cita que entre un 40 y un
58% de las vitrinas minoristas registran temperaturas superiores a los 7°C. En
Japon, para lechuga iceberg, se registraron fluctuaciones de temperatura durante el
transporte en el rango de 3°C a 15°C (Ndraha et al,, 2018). En Espaiia, el abuso de
temperatura durante la venta al por menor es muy pronunciado, afectando
negativamente a la vida util de los productos, que se reduce drasticamente entre un
25% y 57%, dependiendo del producto, estacion del afio y ubicacién del producto
en las estanterias (Baldera Zubeldia et al., 2016). Estos estudios sugieren que el
mantenimiento de la cadena de frio en el sector minorista no esta garantizado. Esta
situacion se supone que empeora en paises en desarrollo, donde no existen registros

de datos (Ndraha et al., 2018).

La temperatura es el factor que mas impacta en la calidad de los productos IV gama.
El disefio y desarrollo de estos productos se realiza para su almacenamiento en
condiciones de temperatura reglamentarias, entre 0°C y 4°C (Codex Alimentarius,
2003). Por lo tanto, los abusos de temperatura durante la cadena de suministro
provocan el deterioro prematuro de los productos, que deben ser retirados del
mercado con las consecuentes pérdidas que esto conlleva. Este es uno de los
aspectos que se abordara en esta Tesis Doctoral, evaluando el impacto del
almacenamiento en diferentes escenarios de temperatura e identificando
condiciones para preservar el contenido de compuestos bioactivos y extender la

vida util de brécoli IV gama. Establecer condiciones efectivas para extender la vida
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util manteniendo la calidad nutritiva del alimento, es clave para el crecimiento de

esta industria.

Otro de los desafios que enfrenta la industria de alimentos en general, y del que no
escapa la industria de las frutas y hortalizas IV gama, es el de optimizar el uso de
recursos y disminuir el impacto ambiental (Raffo & Paoletti, 2022). Los plasticos
utilizados para el envasado de alimentos son una importante preocupacion. Las
agencias gubernamentales a nivel global estan trabajando en esta problematica y se
han desarrollado normativas que buscan disminuir el impacto medioambiental
generado por los envases plasticos y avanzar hacia modelos de desarrollo mas
sostenibles (Ahmadzadeh & Khaneghah, 2020). En este sentido, existe un gran
desafio en la busqueda de nuevos envases que sigan cumpliendo con los requisitos
indispensables para garantizar la seguridad y calidad de los alimentos, pero que, de
manera concomitante, reduzcan el impacto ambiental. Este desafio ha llevado a
trabajar en nuevos materiales biodegradables o de base biolégica (bioplasticos)
como alternativas a los materiales de envasado convencionales. En el sector de las
frutas y hortalizas, los bioplasticos han captado la atenciéon debido a su potencial
para mantener la calidad organoléptica de frutas y hortalizas (Matthews et al,,
2021). En la presente Tesis Doctoral se aborda este tema mediante estudios de
aplicacion de bioplasticos para el envasado de inflorescencias o cabezas de brécoli

y de brécoli IV gama.

1.5. Envasado de alimentos
1.5.1. Aspectos generales y materiales para el envasado de alimentos

El envase es un elemento fundamental en la industria alimentaria. Esencialmente,
se disefian para contener al alimento, mantener su calidad y seguridad e informar al
consumidor sobre sus caracteristicas (Alias et al, 2022a). Ademas de estas
funciones fundamentales, para que los envases sean adecuados deben cumplir con
otras numerosas caracteristicas (Yildiz & Wiley, 2017b). En el caso particular del

envasado de frutas y hortalizas frescas, se deben considerar caracteristicas como:

e Permeabilidad a los gases

e Velocidad de transmision al vapor de agua
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e Propiedades mecanicas

e Proteccidn frente a la contaminacion biolégica y daflos mecanicos y fisicos

e Transparencia

e Fiabilidad del sellado

e Tolerancia a las condiciones de almacenamiento

e Facilitar el transporte, manipulacion, almacenamiento y comercializacion

e Cumplir con las normativas vigentes de materiales en contacto con alimentos

e (oste asequible

Ademas, a medida que la industria de alimentos crece y se transforma, los requisitos
de los materiales de envasado también lo hacen. Por ejemplo, el impacto
medioambiental de los materiales es otro de los factores que se debe de tener en

cuenta para la seleccién (Opara et al., 2019).

Los plasticos convencionales son los que se aplican ampliamente para el envasado
de alimentos, incluido el sector de frutas y hortalizas, debido a que cumplen con
muchos de los requisitos y funcionalidades (Alojaly & Benyounis, 2020). Los
plasticos son formulaciones basadas en uno o mas polimeros en combinacién con
varios aditivos como plastificantes, estabilizantes, obturadores, etc. Son materiales
sintéticos obtenidos por aplicaciéon de calor o presién, que pueden moldearse de
diversas formas. Segun su forma, los envases se pueden clasificar como rigidos o
flexibles. En la industria de los productos IV gama, los que mas se utilizan son las
peliculas o films flexibles. En productos mas delicados, se suelen combinar bandejas
rigidas con peliculas flexibles. Los envases flexibles tienen como ventaja que
requieren menor relacion material/producto, son mas baratos, de bajo peso y
ocupan menor volumen respecto a los envases rigidos. Sin embargo, los envases
flexibles no pueden reutilizarse y presentan importantes problemas ambientales

relacionados con su eliminaciéon (Ncube et al., 2021).

Las propiedades que debe cumplir un material de envasado dependen de las
caracteristicas del producto y de las condiciones externas en las que el producto sera
transportado y almacenado. Polietileno (PE), polipropileno (PP), tereftalato de
polietileno (PET) y cloruro de polivinilo (PVC) son los plasticos mas comunes para

el envasado de frutas y hortalizas, y representan mas del 90% del volumen total de
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plasticos utilizados para embalaje y envasado (Alojaly & Benyounis, 2020). En la

Tabla 1. 4 se describen algunas de las propiedades de estos materiales y en la

Figura 1. 14 se muestran datos de sus propiedades de barrera.

Tabla 1. 4. Propiedades de materiales de envasado convencionales para el envasado
en atmdsfera modificada de frutas y hortalizas (Opara et al., 2019b).

Films

Propiedades de barrera

Propiedades funcionales

Polietileno (PE)

PE de baja
densidad (LDPE)

PE lineal de baja
densidad
(LLDPE)

PE de alta
densidad (HDPE)

Polipropileno
(PP)

Polipropileno

orientado (OPP)

Tereftalato de
polietileno (PET)

Cloruro de
polivinilo (PVC)

Baja barrera a los gases.
Alta barrera al vapor de
agua.

Muy baja barrera a los
gases. Alta barrera al
vapor de agua.

Muy baja barrera a los
gases. Alta barrera al
vapor de agua.

Mayor barrera a los gases
que el resto de la familia
de los PE. Alta barrera al
vapor de agua.

Baja barrera a los gases,
pero mayor que la del PE.
Alta barrera al vapor de
agua.

Aumenta la barrera a los
gases, respecto al PP. Alta
barrera al vapor de agua.

Propiedades moderadas o
pobres como barrera a los
gases y al vapor de agua.

Moderada barrera a los
gases. Pobre barrera al
vapor de agua.

Limitaciones en cuanto a la
transparencia, resistencia al
impacto, estiramiento e idoneidad
para el termosellado.

Habitual como film flexible.
Resistente.

Alta calidad del termosellado.
De los mas utilizados.

Muy buena resistencia al impacto,
desgarro,
traccidn, elongacion, etc.

Semi transparente.
Requiere mayores temperaturas
para el termosellado.

Muy ligero.

Se pueden fabricar envases rigidos
y flexibles.

De los mas utilizados.

Excelente claridad y dureza.

Mejores propiedades Opticas
respecto al PP.

Resistente, rigido.
Gran transparencia.

Alta resistencia a la tension.
Buena transparencia.
Material rigido o flexible.
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Figura 1. 14. Tasas de transmisién de vapor de agua (38°Cy 90% RH) y de 02 (25°C
y 0% RH) representativas de plasticos convencionales para el envasado en
atmosfera modificada (Shaikh et al., 2021).

Debido a sus propiedades, funcionalidades y a su bajo costo, los plasticos
convencionales se han utilizado ampliamente en la industria alimentaria durante
afos. Estos materiales trasformaron la industria y permitieron su crecimiento. Sin
embargo, el envasado de alimentos contribuye de forma negativa y significativa al
problema del impacto medioambiental. Cerca del 50% de la produccién global de
plastico se utiliza en material de embalaje, y de este material el 60% corresponde al
envasado de alimentos (Shaikh et al., 2021). Como ejemplo, en la Figura 1. 15 se
muestra el peso que tiene el envasado de alimentos dentro de la demanda de

plastico en diferentes sectores del mercado europeo.
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B Envasado de alimentos
B Envasado de otros productos
® Construccion
B Industria automotriz
Electrénica
Hogar, ocio, deportes

Agricultura

Otros

Figura 1. 15. Demanda de plastico en los principales sectores del mercado. Extraido
y modificado de Matthews et al. (2021).

El 99% de los plasticos convencionales son producidos a partir de fuentes no
renovables mediante procesos de refinacion en industrias petroquimicas (Mangaraj
et al, 2018). Ademas, son materiales no biodegradables (no sufren degradacién
fisica, quimica ni biolégica) y conducen a un aumento de los desechos generando
graves problemas medioambientales y de salud publica (Shaikh et al., 2021b). Por
ejemplo, se acumulan en calles y caminos obstruyendo drenajes y generando
desbordamiento, se vierten en océanos y rios dafiando la vida submarina, se queman
liberando gases nocivos que degradan la calidad del aire y contribuyen al
calentamiento global (Mangaraj et al., 2018; Shaikh et al., 2021a). Los problemas
generados por la acumulacién de residuos plasticos estdn entre los temas mas
relevantes en las agendas de los gobiernos a nivel global. Por ejemplo, en 2018, la
Union Europea adopt6 estrategias para el plastico en una economia circular que
abarca aspectos sobre los materiales que se utilizan, como se utilizan y cémo se
reciclan. Una de las estrategias especifica que para el 2030, todos los envases de
plastico colocados en el mercado de la Unién Europea deben ser reutilizables,
reciclables de manera rentable o ser biodegradables o compostables (Directiva UE
2019/904). En Uruguay también se han implementado politicas con el objetivo de
reducir la generacion de residuos plasticos. La Ley de uso sustentable de bolsas

plasticas (Ley N° 19655 del 7/1/2019) prohibe la fabricacién, importacién,
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distribucion, venta y entrega, a cualquier titulo, de bolsas plasticas que no sean

compostables o biodegradables (Ley N° 19655, 2019).

En respuesta a las nuevas estrategias y politicas en el sector de los plasticos, se esta
trabajando en el desarrollo de nuevos materiales y envases de plastico sostenibles.
En el caso del envasado de alimentos, estos materiales ademas de cumplir con las
politicas para el control de residuos plasticos, deben tener propiedades y
funcionalidades semejantes a los plasticos convencionales, sin comprometer la

seguridad, calidad y vida util de los alimentos (Matthews et al., 2021).

En este contexto, surgen los bioplasticos (también llamados polimeros
biodegradables, biopolimeros, polimeros verdes) como alternativa a los plasticos
convencionales. Los bioplasticos forman parte de una familia de materiales con
diferentes propiedades y aplicaciones. Segin European Bioplastics, “.... un material
pldstico se define como biopldstico si es de base bioldgica, biodegradable o presenta
ambas propiedades”. En la Figura 1. 16 se muestra una clasificacion de los
bioplasticos mas comunes a través de un sistema de coordenadas

procedencia/biodegradabilidad (European Bioplastics, 2021).

Procedente de biomasa
Bioplasticos Bioplasticos

Ej. PE, PET, PA, PTT Ej. PLA, PHA, PBS,

de base bioldgica celulosa
Plasticos convencionales Bioplasticos
Ej. PE, PR, PET Ej. PBAT, PCL

No biodegradable ---------------------ccooo-- oo Biodegradable

Procedente de fuentes fosiles

Figura 1. 16. Sistema de coordenadas procedencia/biodegradabilidad, para
clasificacion de bioplasticos. Extraido y modificado de European Bioplastics (URL:
https://www.european-bioplastics.org/bioplastics/).
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En cuanto a la definicién de biodegradabilidad, seglin la Sociedad Americana para
Pruebas y Materiales (ASTM), el plastico biodegradable “es aquel que se degrada
debido a la accién de microorganismos naturales como bacterias, hongos y algas”
(ASTM, 2004). Agua, diéxido de carbono, compuestos inorganicos y biomasa son los
principales productos formados por la descomposicion de los plasticos

biodegradables.

En la actualidad, estos materiales reemplazan solo un 1% de los plasticos
convencionales. Sin embargo, su uso esta aumentando a gran velocidad. En 2021, la
producciéon mundial de bioplasticos fue de 2.417 millones de toneladas y se proyecta
que para el 2026 la produccion se triplique hasta los 7.593 millones de toneladas

(European Bioplastics, 2021) (Figura 1. 17).

37



CAPITULO 1.
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Figura 1. 17. A) Produccién global de bioplasticos y su proyeccién hasta el afio
2026. B) Proyeccion de bioplasticos para el afio 2026 por tipo de material. Extraido
y modificado de European Bioplastics (2021) (URL: https://www.european-
bioplastics.org/market/).

El envasado de alimentos es el drea de mayor distribuciéon de los bioplasticos,
representando aproximadamente el 50% del total global de bioplastico producido.
Las actividades de [+D recientes han puesto de manifiesto que estos materiales
presentan potencial para sustituir a los plasticos convencionales (Shaikh et al,
2021b). Los bioplasticos se puede aplicar en el envasado en atmoésfera modificada,
en el envasado activo y como envases comestibles en diferentes productos. Sin

embargo, ain son escasas las investigaciones que evalten los efectos de estos
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nuevos materiales en la calidad y composicion de los alimentos durante la vida util,
desde la recoleccion y transporte, hasta el almacenamiento y comercializacion. Los
polimeros de base bioldgica y biodegradables mas prometedores para el envasado
de alimentos son los de celulosa, quitosano, acido polilactico (PLA) y los
polihidroxialcanoatos (PHA) (Khan et al., 2021). En la Figura 1. 18 se muestran
datos recientes de las propiedades de barrera de los bioplasticos con posible
aplicacion para envasado en atmdsfera modificada y una comparativa con los films

plasticos convencionales.
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Figura 1. 18. A - Tasas de transmisién al Oz (OTR) (25°Cy 0% RH) y vapor de agua
(WVTR) (38°Cy 90% RH) de bioplasticos para el envasado en atmosfera modificada.
B - Grafico de OTR vs WVTR para diferentes plasticos convencionales y bioplasticos
(Shaikh et al.,, 2021; Siegenthaler et al,, 2011).
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1.5.1.1. Bioplasticos evaluados en esta Tesis Doctoral
1.5.1.1.1. Celulosa

La celulosa es uno de los materiales mas importantes utilizados recientemente en el
procesamiento de polimeros biodegradables para su aplicacién en el envasado de
alimentos. Es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, obteniéndose
facilmente de la pared celular de los tejidos vegetales. La celulosa es un polimero
lineal formado a partir de unidades repetitivas de celobiosa, que presenta gran
potencial para la elaboracidn de films (Shaikh et al., 2021). Se agrega principalmente
como relleno o agente de refuerzo en polimeros, pero también puede emplearse
como matriz en la produccion de films. Los films de una sola capa a base de celulosa
suelen ser flexibles, transparentes, proporcionan barrera selectiva a los gases,
barrera al vapor de agua, permiten incorporar o encapsular agentes antioxidantes y
antimicrobianos, lo que hace que presenten gran potencial para su aplicacién en la
preservacion de frutas y hortalizas (Y. Liu et al, 2021a). Ademas, son envases
livianos y asequibles. Sin embargo, debido a su naturaleza hidrofilica, las peliculas a
base de celulosa tienen baja resistencia al agua, uno de los principales
inconvenientes en muchas de las aplicaciones para envasado de alimentos (Alias et
al., 2022b). Los derivados de celulosa mas comunes incluyen acetato de celulosa,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa. Algunos de los
polimeros a base de celulosa disponibles comercialmente incluyen Tenite™ de

Eastman, Fasal™ de IFA y Natureflex™ de UCB (Shaikh et al., 2021).
1.5.1.1.2. Acido polildctico

Otro de los biopolimeros prometedores para reemplazar los plasticos
convencionales en el sector de envasado de alimentos es el acido polilactico (PLA).
El PLA es un poliéster alifatico lineal, que se obtiene principalmente por
polimerizacién de apertura de anillo del monémero de lactida, derivado del acido
lactico. El acido lactico se obtiene a través de la fermentacidn de fuentes renovables
ricas en carbohidratos como el maiz, almidén de arroz y sacarosa (Siracusa et al.,
2008). Las propiedades del PLA se pueden cambiar de cristalino a amorfo
cambiando la relaciéon de los monémeros que lo conforman (isémeros L o D). La

cristalinidad y contenido de mondémeros cambian la tasa de degradacion del
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polimero donde la degradacién mas baja se da a un mayor contenido de monémeros.
E1 PLA posee certificado de compostabilidad, cumple con los requisitos de seguridad
para su uso en contacto con alimentos y se puede utilizar en la fabricacién de films
delgados de alta transparencia, caracteristicas que lo hacen atractivo para su
aplicacion en alimentos. Sin embargo, presenta una alta permeabilidad al vapor de
agua (aproximadamente 2,0 g mm m-2 kPa-l d-1) y muy baja permeabilidad al Oz y
COz (aproximadamente 1,3 cm3 mm m-2 kPa-1 d-1) lo que dificulta su aplicacion para
el envasado de productos hortofruticolas frescos (Briassoulis & Giannoulis, 2018;
Garavito et al., 2022). Por lo tanto, se han propuesto mezclas de PLA con otros
compuestos para la obtencién de films con propiedades comparables a los
convencionales (Mistriotis et al., 2016; Shaikh et al., 2021). Por ejemplo, la empresa
BASF (Alemania) comercializa el polimero Ecoflex®, un polimero compuesto de una
mezcla de PLA y tereftalato adipato de polibutileno (PBAT), completamente
biodegradable, que en el sector de alimentos se usa para la fabricaciéon de bandejas
o para el envasado de alimentos de corta vida util (Siracusa et al., 2008).
Actualmente, diferentes empresas comercializan PLA con diferentes nombres
comerciales, como Natureworks™ PLA producido por Natureworks™ o Galacid™ de

Galacid (Shaikh et al., 2021).
1.5.1.1.3. Tereftalato Adipato de Polibutileno

El tereftalato adipato de polibutileno o poli (butilén adipato-co-tereftalato) (PBAT)
es un copoliéster aromatico-alifatico lineal obtenido de la condensacion de 1,4-
butanodiol con una mezcla de acido tereftdlico y acido adipico. Su estructura
quimica estd formada por una parte alifatica que es responsable de su
biodegradabilidad, y una parte aromatica que proporciona buenas propiedades
mecanicas. Posee alta flexibilidad, elongacién y buena procesabilidad, que le
permiten ser un compuesto ideal para la obtencién de films por extrusion.
Concentraciones de acido tereftalico entre 35 y 55% molar exhibe muy buenas
propiedades como material de envasado. A concentraciones superiores al 55% la
tasa de biodegradaciéon disminuye. El PBAT se puede mezclar con celulosa, almidon,
PLAy otros polimeros biodegradables. Se comercializa bajo el nombre comercial de
Ecoflex™ desarrollado por BASF, Origo-Bi™ desarrollado por Novamont, Easter Bio™

desarrollado por Eastman Chemical (Shaikh et al.,, 2021).
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1.5.2. Envases multifuncion: Aptitud para el cocinado en microondas

La funcionalidad del envase es otra caracteristica que ha cobrado importancia, y que
impulsa el disefio de nuevos materiales y disefios de envases. Un ejemplo es la
aptitud del envase para ser usado en el horno de microondas. El cocinado de
vegetales con microondas ha ganado popularidad en los tltimos afios, debido a que
es una forma rapida y sencilla de preparar estos alimentos. Las propiedades que
deben cumplir los envases para el envasado de frutas y vegetales frescos ya fueron
mencionadas. Pero si ademdas el envase debe ser apto para su uso en horno
microondas, se debe prestar especial atencidn a caracteristicas como: resistencia a
las interacciones alimento-envase, resistencia a temperaturas elevadas, resistencia
a la presion, funcionalidad/comodidad, entre otras (Regier, 2017). Ademas, existen

necesidades especiales cuando un envase se va a usar en hornos microondas:

e compatibilidad con las microondas (envasado pasivo para microondas)

e interactividad con las microondas (envasado activo para microondas)

La compatibilidad con las microondas significa que la interaccion entre las
microondas y el recipiente es débil (envasado pasivo) y por lo tanto las microondas
atraviesan el envase con una reduccion de potencia poco significativa. Por otra
parte, los envases pueden disefiarse para interactuar con las microondas (envasado
activo), con el fin de crear ciertos efectos como por ejemplo el calentamiento

preferencial de la superficie y el dorado.
Envasado pasivo para microondas

El material empleado para este propoésito debe tener valores de constante
dieléctrica y factor de pérdida dieléctrica pequefios, de forma de que no haya
interaccion entre el envase y las microondas y no haya reduccion de potencia
significativa. Otros aspectos que considerar son la migracion de componentes desde
el envase hacia el alimento (prohibida por las legislaciones alimentarias) y la
resistencia a la temperatura. En el calentamiento por microondas las temperaturas
mas altas se generan dentro del alimento, por lo que estd limitada a
aproximadamente 100°C. Es decir que materiales que presenten temperaturas de
fusion o ablandamiento por encima de esta temperatura podrian considerarse para

esta aplicacion. Sin embargo, hay factores que pueden aumentar la temperatura de
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los alimentos por arriba de 100°C, como el aumento de presién o la composicién
particular del alimento. Por lo tanto, las opciones de elecciéon del material son
acotadas. Los materiales mas utilizados son el cartén, cartéon con PP (posible hasta
130°C), PET (posible hasta 200 °C), HDPE (punto de fusién 125°C) y PP (punto de
fusion 115°C) (Regier etal., 2017).

Entre los disefios, existen los envases con cubierta activa o ventilacién. En general
estan hechos de PE y son pasivos respecto a las microondas, pero activos en cuanto
al control de presion y temperatura dentro del envase. El objetivo es regular la
presion que se genera debido al vapor de agua y a la expansion de gases por aumento
de la temperatura. El efecto de regulacion puede llevarse a cabo mediante agujeros
en el film (producidos por el fabricante o por el consumidor segun las instrucciones
del envase), por agujeros que se desarrollan durante el calentamiento por
microondas o incluso por valvulas integradas. El efecto deseado es el mismo: las
microondas calientan el alimento, el vapor y los gases dentro del envase, esto hace
que aumente la presién y se generen condiciones similares a las de una olla a
presion. Por lo tanto, se puede lograr una distribuciéon de calor mas uniforme

combinada con tiempos cortos de calentamiento.

Los vegetales minimamente procesados estan incluidos dentro de los alimentos que
se presentan en este tipo de envases doble propdsito. Por un lado, se aplica MAP y
se almacenan en refrigeracion para mejorar su conservacion, y posteriormente se
pueden introducir directamente al horno microondas para su rapida cocciéon y
consumo. Si bien al principio las tecnologias se enfocaban en la funcionalidad y
conveniencia del sistema envase-alimento, en los tltimos aflos se observa una fuerte
tendencia para el desarrollo de envases que conserven y mejoren la calidad nutritiva
de los alimentos. Por lo tanto, estudiar el efecto de los métodos de cocinado en
envases para microondas y como afecta el cocinado en envases de microondas a las
caracteristicas nutricionales y bioactivas de los vegetales, es un tema que atrae

interés en la investigacion y la innovacién agroalimentaria.
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1.6. Cocinado de alimentos vegetales y efectos en la calidad

1.6.1. Aspectos generales

Los parametros de calidad de los alimentos generalmente se relacionan con los
efectos de la produccion primaria y el procesamiento industrial. Sin embargo, el
cocinado de alimentos a nivel domeéstico, como paso final previo al consumo,
también genera un impacto significativo en la calidad. Especificamente en los
vegetales, ademas de los efectos asociados al procesado minimo, conservacién y
almacenamiento, resulta necesario determinar el impacto de las metodologias de
cocinado en la calidad, sobre todo en el contenido de nutrientes y compuestos
bioactivos (Baenas et al., 2019; Hennig & Verkerk, 2014). Es bien sabido que los
métodos de cocinado inducen importantes cambios en la composiciéon quimica y
estructura fisica de los vegetales. Estos cambios no solo afectan su sabor y textura,
sino que influyen en la concentraciéon y biodisponibilidad de nutrientes y
componentes bioactivos (Sun et al., 2021). Esto puede comprometer las cualidades
nutricionales y funcionales de las hortalizas, por lo que resulta relevante determinar
métodos y condiciones que permitan preservar el contenido de estos compuestos y
su efecto beneficioso para la salud humana (Soares et al., 2017). Existen varios
estudios que se han enfocado en este aspecto, los cuales reportan tanto efectos
positivos como negativos dependiendo del tipo de compuesto, matriz alimentaria y
meétodo de coccidon y sus condiciones (Guijarro-Real et al., 2022b; Tabart et al,,
2018). Los métodos mas usuales para la coccion de vegetales, y por lo tanto los mas
estudiados, son el hervido, escaldado, cocciéon al vapor, frito/salteado, horno

convencional y horno microondas.

1.6.2. Uso del horno microondas para el cocinado de hortalizas

El uso de microondas en el procesado doméstico de alimentos se utiliza cada vez
mas debido a su capacidad para lograr altas tasas de calentamiento, reduccion
significativa del tiempo de coccidn, calentamiento uniforme, facilidad de operacion,
bajo costo y bajo mantenimiento. Debido a la reduccion del tiempo de coccién, es un
método prometedor para conservar la calidad nutricional y organoléptica de

diversos alimentos, incluidas las hortalizas (Guo et al., 2017b).
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Las microondas son ondas electromagnéticas cuya frecuencia varia dentro de 300
MHz a 300 GHz. Los hornos de microondas doméstico funcionan a una frecuencia de
2,45 GHz, mientras que los sistemas de microondas industriales funcionan a
frecuencias de 915 MHz y 2,45 GHz (Chandrasekaran et al., 2013). El calentamiento
se produce principalmente debido a mecanismos dipolares e i6nicos. Es causado por
la interaccion del campo electromagnético con las moléculas de carga no nula que
conforman el alimento. El campo eléctrico oscilante de alta frecuencia hace que las
moléculas dipolares que componen el alimento acompafen los cambios del campo
desplazandose (conduccidén) y/o rotando (polarizaciéon). Estos movimientos
provocan friccién entre las moléculas generando calor en el interior del alimento y

calentandolo (Chandrasekaran et al.,, 2013; Guo et al., 2017b).

En los ultimos afios se han realizado investigaciones con el objetivo de determinar
los efectos de la coccion por microondas en la calidad de hortalizas, especificamente
con cruciferas (Jones et al., 2006; Lopez-Berenguer et al., 2007; Tabart et al., 2018;
Vallejo et al., 2003a; G. F. Yuan et al., 2009). Los resultados acerca de los efectos
sobre la retencion de componentes nutricionales y bioactivos son dispares,
probablemente debido a las diferentes condiciones de estudio y de equipos
utilizados, asi como de la potencia, masa de producto, movilidad del producto dentro
del horno, velocidad de calentamiento, adicion de agua para la coccion, etc. Ademas,
las caracteristicas propias del vegetal como las propiedades dieléctricas,
profundidad de penetracion, contenido de humedad, densidad, geometria, relacion
superficie/volumen y calor especifico también pueden afectar significativamente la

calidad nutricional del producto cocinado (Dar et al., 2019).

Por otro lado, la creciente demanda de productos minimamente procesados ha
llevado a las industrias alimentarias a la aplicaciéon de tecnologias novedosas para
inactivar enzimas, pero que también tienen efectos adversos sobre la textura, sabor
y nutrientes (Liburdi et al.,, 2019). En este sentido, el uso de microondas se ha
estudiado especialmente como alternativa al proceso de escaldado. En
publicaciones recientes se indica que, en comparaciéon con el escaldado
convencional (en agua), el escaldado por microondas permite: una mayor retencion

de nutrientes debido a la reducciéon de las pérdidas por lixiviacion, velocidad de
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calentamiento mas rapida, reduccion del tiempo del tratamiento, mayor

profundidad de penetracion y ahorro de espacio (Liburdi et al., 2019).

Apesar de que la energia de microondas tiene una amplia aplicacién y usos en varios
procesos alimentarios, la naturaleza compleja de la interaccion microondas-
alimento hace que se requiera mayor investigacion que permita mejorar la
comprension de este sistema. Por otro lado, la mayor concientizacién en la
poblacién para un estilo de vida sana va asociado a una alimentacion equilibrada y
variada, rica en frutas y hortalizas. Por lo tanto, la necesidad de obtener alimentos
de calidad, con un valor nutricional y fitoquimico adecuado, seguros y saludables, es

una prioridad y reto de investigacion e innovacién global.
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2.1. Envasado en atmdsfera modificada de brdcoli y otras cruciferas

Los efectos beneficiosos del envasado en atmdsfera modificada (MAP) de frutas y
hortalizas se han estudiado ampliamente (Hussein et al., 2015; Mahajan & Lee, 2023;
Opara et al., 2019a). En el caso particular de las cruciferas, son varios los estudios
que explican los beneficios del MAP en términos de extension de vida util y
conservacion de parametros fisicoquimicos y organolépticos. Por ejemplo, Jia et al.
(2009) (1), evaluaron la vida util de floretes de brocoli sin envasar y envasados en
polipropileno (MAP), durante el almacenamiento a 4 °C y 20 °C. Para
concentraciones de equilibrio de 2 kPa de 02 y 15 kPa de CO2, los floretes
presentaron una vida util de 24 dias (4 °C) y de 7 dias (20 °C), mientras que la vida
util de floretes sin envasar fue de 8 y 2 dias, respectivamente (Tabla 2. 1).
Ferndndez-Ledn et al. (2013) (2), también estudiaron el efecto del MAP (5 y 10 kPa
de 02y COzrespectivamente) en atributos de calidad de floretes de brécoli durante
el almacenamiento a 5 °C. Los floretes MAP retuvieron en mayor medida el peso,
color y apariencia general respecto a los almacenados al aire, con una vida util de 12
dias (Tabla 2. 1). Lucera et al. (2011) (3), registraron una mayor extensién en la
vida util (mantenimiento de peso y atributos sensoriales) en floretes MAP (14-19
dias) respecto a floretes almacenados en aire (6-9 dias) a 5 °C (Tabla 2. 1). Durante
el almacenamiento a 1 °C de cabezas de brdcoli, Serrano et al. (2006) (4),
observaron una conservacion significativamente mayor del peso, color y capacidad
antioxidante al aplicar MAP (polipropileno) frente a dejar las inflorescencias

expuestas al aire (Tabla 2. 1).

De la literatura se desprende que las condiciones recomendadas para extender la
vida tutil del brécoli y floretes de brocoli son temperaturas de 1-2 °C y presiones
parciales de 02 de 1-3 kPa y de COz de 5-10 kPa (He & Xiao, 2018 (5); Lucera et al.,
2011; Opara etal., 2019) (Tabla 2. 1). Sin embargo, son pocos los trabajos que citan
el efecto perjudicial en la calidad y vida util del brocoli cuando las condiciones de
almacenamiento se alejan de las recomendadas. Ademas, los rangos de
temperaturas y atmosferas recomendados para la conservacion del brocoli son
estrechos y poco representativos de lo que acurre en la cadena de suministro
(Mahajan & Lee, 2023). En este punto, es importante aclarar que el MAP es una

tecnologia efectiva para prolongar la vida util y reducir las pérdidas postcosecha si
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se disefia adecuadamente. De lo contrario, puede desencadenar metabolismos no
deseados en el tejido vegetal reduciendo significativamente la vida postcosecha. El
control de la temperatura durante la cadena de suministro es uno de los problemas
mads importantes y limitantes de la aplicacién de la tecnologia de MAP, porque los
cambios de permeabilidad de los films y de las tasas de respiracién de los productos
en respuesta a la temperatura son muy diversos (Mahajan & Lee, 2023). Por lo tanto,
un film que genera la atmédsfera deseada para un producto determinado a la
temperatura 6ptima de almacenamiento, puede dar lugar a atmdsferas extremas y
potencialmente dafiinas a temperaturas mas altas, ya que el aumento de la tasa de
respiracion supera el cambio en la permeabilidad del envase. En relacion a esto,
Raffo & Paoletti (2022), mostraron como casi todos los productos muestreados en
cadenas de suministro comerciales tenian olores desagradables cuando se
analizaban cerca de la fecha de caducidad. A pesar de ello, son escasos los trabajos
en la literatura cientifica que tengan en cuenta estas cuestiones a la hora de disefiar
sistemas de envasado para productos hortofruticolas intactos y/o minimamente
procesados. Se han encontrado algunos trabajos recientes de envasado de cruciferas
con este enfoque, como el de Boerzhijin et al. (2020) para kale (6) y el de Yuan et

al. (2021) (7) para col china (pak choi), los cuales se describen en la Tabla 2. 1.

Por otro lado, dado que el brdcoli es valorado por su alto contenido de compuestos
bioactivos y su potencial efecto beneficioso sobre la salud humana, ademas de la
conservacion de su calidad externa, es importante evaluar la conservacion de sus
compuestos bioactivos. Si bien existen varios estudios acerca del efecto del MAP y
la temperatura de almacenamiento sobre los compuestos bioactivos del brécoli, ain
no estd claro como las condiciones de almacenamiento pueden afectar los
mecanismos de biosintesis y degradaciéon postcosecha de estos compuestos.
Trabajos recientes de Yang et al. (2022 y 2023) (8 y 9) (Tabla 2. 1) se han enfocado
en el estudio de la expresion de genes relacionados con el metabolismo postcosecha

de GSL, para aportar a la comprension en esta area.

Por otra parte, los resultados publicados en esta tematica son diversos y en
ocasiones contradictorios (Campos et al., 2019; Yahya et al,, 2019). Por ejemplo,
algunos autores observaron que el almacenamiento de brocoli MAP a 4 °C mantuvo

estable el contenido de GSL, y que el almacenamiento a 20 °C provocé pérdidas
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significativas de estos compuestos (Rangkadilok et al., 2002; Rodrigues & Rosa,
1999). Otros autores han observado pérdidas de GSL en brécolis MAP tanto en
almacenamiento refrigerado como a temperatura ambiente (Ferndndez-Ledn,
Ferndndez-Ledn, Lozano, Ayuso, Amodio, et al., 2013; Jia et al., 2009) (Tabla 2. 1).
Incluso algunos autores dudan de que la temperatura ambiental tenga un efecto
significativo sobre el contenido de GLS durante el almacenamiento de brécoli por
periodos cortos (Rybarczyk-Plonska et al., 2016) (10) (Tabla 2. 1). Respecto a la
tecnologia MAP, Rangkadilok et al. (2002) (11), observaron que la retenciéon de
glucorafanina en muestras de brocoli almacenadas a 20 °C era mayor cuando se
aplicaba MAP (1,5 kPa de O2y 6 kPa de CO2) que cuando se dejaban expuestas al aire
(Tabla 2. 1). Fernandez-Le6n et al. (2013), observaron en floretes de brocoli MAP
un mayor contenido de GSL, capacidad antioxidante, vitamina C, [3-caroteno,
clorofila y contenido total de (poli)fenoles respecto a floretes sin envasar (Tabla 2.
1). Schreiner et al. (2007) (12), encontraron que las condiciones de 1 kPade Oz2y 21
kPa de CO2 eran adecuadas para la conservacion de GSL en mezclas de brocoli y
coliflor (7 dias a 8 °C) (Tabla 2. 1). Jia et al. (2009), mostraron que los floretes de
brécoli MAP retuvieron el 74% de los GSL totales, mientras que los expuestos al aire
retuvieron menos del 50% (Tabla 2. 1). Por otro lado, algunos trabajos indican que
la modificacién de la atmésfera podria incluso aumentar el contenido de GSL como
una respuesta al estrés (Pereira et al,, 2019 (13); Rybarczyk-Plonska et al., 2016)
(Tabla 2. 1). A pesar de que existen varios trabajos sobre el tema, las condiciones
que permiten conservar los compuestos bioactivos del brécoli no estan del todo
claras. Ademads, las condiciones recomendadas son temperaturas de
almacenamiento por debajo de 4 °C (no representativas de las cadenas de
suministro reales) y concentraciones de Oz bajas (1-5 kPa) que suponen un riesgo
potencial cuando existen abusos de temperatura. En la Tabla 2. 1 se describen
algunos trabajos sobre la aplicacién del envasado en atmdsfera modificada en

brocoli y otras cruciferas, y los principales hallazgos derivados de los mismos.
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Tabla 2. 1. Efecto del envasado en atmésfera modificada sobre distintos parametros de calidad y vida 1til de cruciferas. N° corresponde al
orden de aparicion en el texto.

Tiempo
Pro- . . Tempera- de L
N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
envasado MAP (kPa) almacena- hallazgos
masa (g) . cena-
miento c
miento
(1) Floretesde Youxiu Control sin Pasiva 4°C 4°Cy 20°C 23dy La vida util a 4°C/20°C (Jiaetal,
brécoli/ envasar; Mo: 1-2/14 5d fue para el Control 10/2 2009)
250 Mi:5/11 d; Mo 23/7 d; M1: 19/6 d
PE (e=40um) M,:20/0,04 y M2 15/5d.
sin perforar MAP retard¢ el
(Mo); 20°C deterioro postcosecha.
Mo: 2/16 El contenido de GSL
Microperf. Mi: 6/12 disminuy6 entre 15% y
(@ =750 um) M2: 20/0,04 56%. My presentd la
(M1); mejor performance.
Macroperf.
(¥ =8800
um) (M)
(2) Floretes de  Parthe- PP (e=30um) Activa: 10/5 5°C 12d El detrimento del color, (Fernandez
brécoli/ non microperfora- 5 kPaO; + apariencia, olor y -Lebn et al,
250 do 10 kPa CO; compuestos funcionales 2013)

fue menor cuando se
aplico MAP. La pérdida
de GSL fue del 20-23%
en MAP y de 48-57% en
el control.
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CAPITULO 2.

Tiempo
Pro- . . Tempera- de L

N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
masa (g) envasado MAP (kPa) all'nacena- cena- hallazgos

miento -
miento

(3) Floretesde n.d. OPP Pasiva Todos los 5°C 25d La seleccion del film es (Lucera et
brécoli/ (e=20um) OPP: crucial para crear al,, 2011)
100 <0,5/15 condiciones que

OPP garanticen conservar la

(e=40pm) PP7:10/9 calidad. Films micro
perforados fueron los

OPP PP9 y PP12: mas efectivos en

(e=80um) 13/13 mantener el peso y
calidad sensorial. La

PP (e=30um) PP20:16/5 vida util aumento6 30%

con 50, 20, respecto al producto sin

12,9y7 PP50:19/3 envasar o sin perforar.

microperf.

(@ = 70um)

(4) Cabeza o Mara- PP sin Pasiva Sin 1°C 28d PP sin perforar y micro  (Serrano et
pella de thon perforar, perforar: perforado preservo al,, 2006)
brécoli/ micro y 5/6 peso, color, calidad
400 macro sensorial y AOC de

perforado Micro perf. cabezas de brécoli
14/2 durante 28 d. Cabezas
(bolsas de 30 en PP macro perforado
x 40 cm) Macro perf.: tuvieron una vida util de
20/0,07 5d.
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Tiempo
Pro- . . Tempera- de L
N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
) envasado MAP (kPa) alt_nacena- cena- hallazgos
miento .
miento
(5) Cabeza de n.d. poli éter Pasiva 2/8,2 1°C 25d MAP extendi6 la vida (He & Xiao,
brécoli/ cetona util (25d) respecto al 2018)
300 sulfonada control (15d) y redujo la
(SPEEK)/ pérdida de color,
fluoruro de textura, clorofila, acido
polivinilideno ascorbico y polifenoles
(PVDF) totales.
(6) Kale/ n.d. PP de alta, Pasiva Alta OTR: 10°C 12d La OTR del film de (Boerzhijin
80 media y baja 21/0 envasado afectd la etal., 2020)
OTR. Media OTR: calidad postcosecha.
1,9-7,4/ El envase con OTR
(bolsas de 23 8,5-9,6 media retardé la
x 40 cm) Baja OTR: degradacién de color,
0/20 clorofilas, carotenoides
y acido ascorbico.
(7) Pak choi/ n.d. - BOPP sin Pasiva sin 4°C(7d) + 10d El film microperforado (Yuanetal,
300 perforar; perforar: 20°C (3 d) evitd el metabolismo 2021)
- BOPP macro 0,2/n.d. anaerdbico, retraso el
perforado macro perf.: amarilleo, aumenté AOC
(@ =6000 21/0,04 y mantuvo el sabor del
um); micro perf.: producto 3 d después
- BOPP micro 19/5 (4°C) del almacenamiento
perforado 8,6/8,5 refrigerado.
(@ =100 um). (20°C)
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Tiempo
Pro- . . Tempera- de L
N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
masa (g) envasado MAP (kPa) alfnacena- cena- hallazgos
miento c
miento
(8) Cabeza de Naihan- PE Pasiva n.d. 0°C, 10°C, 35d El amarilleo se retrasé (Yangetal,,
brécoli/ Youxiu 20°C en condiciones de 2022)
2130 almacenamiento a baja
temperatura. El
contenido de GSLy
sulforafano se
correlacion6 con la
aparicion de tonos
amarillos.
(9) Cabeza de Naihan-  PE Pasiva n.d. 4°C 25d Marcado deterioro dela (Yangetal,
brécoli/ Youxiu calidad y pérdida de 2023)
3195 75% de GRA. El
suministro insuficiente
de donantes de azufre
seria responsable de la
pérdida de GRA.
(10) Cabezasde Mara- PVC Pasiva n.d. Preamlace- 10d La temperatura de (Rybarczyk-
brécoli/ thon (e=10 pm) namiento: prealmacenamiento Plonska et
n.d. 0°Cy 4°C afecto el contenido de al, 2016)
Almace- GSL. Se sugiere la
namiento: combinacién de un
10°Cy 18°C prealmacenamiento a

0°C y almacenamiento a
10°C para promover
niveles altos de GSL y
retrasar la senescencia.
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Tiempo
Pro- . . Tempera- de L
N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
masa (g) envasado MAP (kPa) alfnacena- cena- hallazgos
miento c
miento
(11) Cabezasde Mara- LDPE Pasiva LDPE 4°C 10d Primer reporte que Rangkadiok
brocoli/ thon macroperf. (& macroperf.  20°C demuestra estabilidad etal. (2002)
n.d. =8800 pum) 21/0,03 de glucorafanina en
brécoli MAP y
LDPE LDPE almacenado en
microperf. microperf. refrigeracion.
(@ =750 um) <3/>10
LDPE LDPE
continuo continuo
<3/>10
(12) Floretesde brocoli: BOPP Pasiva 2 perf.: 8°C 7d Se recomienda (Schreiner
brécoliy Milady (e=30um) 1/21 concentraciones de 1%  etal,, 2007)
coliflor/ coliflor:  microperf. 8 perf.: 02y 21% CO; para el
200 Clarke (@ =370 um) 8/14 envasado de brocoli y

coliflor a 8°C por 7 d. En

estas condiciones se

mantienen el contenido

de GSL indélicos y
alifaticos y apariencia
externa.
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Tiempo
Pro- . . Tempera- de .
N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
envasado MAP (kPa) almacena- hallazgos
masa (g) . cena-
miento .
miento
(13) Kale/ Diplotaxi BOPP Activa. <0,5/5-10 5°C 14d La atmosfera afecté los  (Pereira et
100 S parametros al,, 2019)
tenuifoli 02 (kPa): nutricionales. Las
aL. 2,55 10y presiones de O; iniciales
20 6ptimas fueron: 5 kPa
(balancead para acido ascorbico y
o con N3) 20 kPa para acidos
sinapico y ferulico.
(14) Floretesde n.d. 100% BOPP;  Pasiva 100% 5°C 12d La ventana de celulosa (Madonna
coliflor/ BOPP: regulé la condensacion  etal., 2018)
150 20% NF + 0,4/28 de vapor de agua dentro
80%BOPP; del envase. La vida util
20% NF: en film de 100%
40% NF + 6/11 celulosa estuvo limitada
60%BOPP por una critica pérdida
40% NF: de peso.
17/6
(15) Floretesde n.d. Almidén de Pasiva n.d. 25°C 6d El film formulado (Upadhyay
brécoli/ maiz/goma retardo la pérdida de etal., 2022)
12 arabiga/arcill pesoy firmeza de
a sepiolita floretes de brocoli.
(bolsade 9
cm x 9 cm)
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Tiempo
Pro- . . Tempera- de L
N° ducto/ Cultivar Material de Tipo de 02/CO; tura de alma- Principales Referencia
masa (g) envasado MAP (kPa) alfnacena- cena- hallazgos
miento .
miento
(16) Floretesde Naxos BOPP Pasiva BOPP: 10°C 11d La ventana de celulosa (Caleb etal,,
brocoli/ (e=25um) sin 0,5/22 regulé la humedad y 2016)
200 perforary condensacién dentro
microperf.; BOPP del envase.
microperf.: Los envases sin perforar
20% 7-8/11-13 con ventana de celulosa
NatureFlex + retuvieron mejor el
80%BOPP 20NF: color y atributos de
(20NF) sin 3-4/13-15 calidad. Presentaron
perforary mayor pérdida de peso
microperf. 20NF respecto a controles sin
microperf: envasar.
(bolsas 22 x 10-11/8-9
26 cm)
(17) Floretesde Star 100% BOPP;  Pasiva BOPP: 5°C 12d El film con 20% de (Mashabela
coliflor/ 4405 0,4/28 NatureFlex presentd etal, 2019)
150 20% NF + mejor retencion del
80%BOPP; 20% NF: color, &cido ascorbico,
6/11 fenoles y GSL, con una
40% NF + vida util de 8 d. La
60%BOPP 40% NF: composicién gaseosa
17/6 influy6 en el contenido

de GLS.

n.d.: no disponible; NF: NatureFresh™; PE: polietileno; LDPE: polietileno de baja densidad; PP: polipropileno; BOPP: polipropieno biorientado; OPP:
polipropileno orientado; PVC: cloruro de polivinilo; PET: tereftalato de polietileno; @: diametro de la perforacion; perf.: perforaciones; e: espesor del film; OTR:
tasa de transferencia al oxigeno; GSL: glucosinolatos; GRA: glucorafanina.
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Teniendo en consideraciéon todos los antecedentes descritos, en esta Tesis Doctoral
se propone evaluar distintos films de envasado y condiciones de temperatura de
almacenamiento para brécoli, isotérmicas y no isotérmicas, tratando de contemplar
escenarios reales de transporte, comercializaciéon y almacenamiento. Se pretende
evaluar concentraciones gaseosas generadas usando diferentes films de envasado
(envasado pasivo) y temperaturas de almacenamiento, que sean mas amplias que
las recomendadas actualmente, y que aseguren la calidad externa, seguridad,
contenido de compuestos bioactivos y una vida util adecuada del producto. Se
estudiara el efecto del envase y temperatura sobre la calidad global del brécoli,
incluyendo parametros fisicoquimicos, sensoriales y compuestos bioactivos. Se
persigue la generacion de conocimiento sobre el impacto de estos factores en la
evolucion de GSL y compuestos fendlicos, y en las correlaciones entre estos
compuestos y otros parametros de calidad fisicoquimicos y organolépticos que no

se han encontrado en la literatura cientifica.

Dentro del desafio de seleccionar materiales de envasado, esta Tesis Doctoral
evaluara la aplicaciéon de bioplasticos como una alternativa sostenible para el
envasado de brocoli. Como fue mencionado en la Introduccién, el desarrollo y
aplicacion de bioplasticos para el envasado de alimentos es una de las lineas de
investigacion mas relevantes a nivel internacional. En los ultimos afios se ha
investigado la funcionalidad de los bioplasticos frente a los films convencionales,
pero los trabajos se han centrado principalmente en las propiedades mecanicas de
los films (Briassoulis & Giannoulis, 2018; Ma et al., 2016; Pietrosanto et al., 2020).
Los estudios de evaluacion de la efectividad de los bioplasticos como materiales de
envasado para productos hortofruticolas todavia son escasos. Recientemente hay
un aumento en el nimero de publicaciones en esta area principalmente sobre films
bioplasticos (basados en celulosa y acido polilactico) que se han evaluado para el
envasado en atmosfera modificada de productos frescos como coliflor (Madonna et
al,, 2018) (14) (Tabla 2. 1), papa (Ierna et al., 2017a), granada (Belay et al.,, 2018),
tomate (Patane et al,, 2019) y maracuya (R. Zhang et al., 2019). Estudios sobre la
aplicacion de bioplasticos para el envasado de brdcoli solo se han encontrado el de
Upadhyay etal. (2022) (15), quienes evaluaron un film formulado a base de almidén

de maiz, goma arabiga y arcilla sepiolita, y el de Caleb et al. (2016) (16) quienes

58



CAPITULO 2.

propusieron un sistema de envasado compuesto por PP y una ventana fija de film de
celulosa (NatureFlex™) (Tabla 2. 1). Como resultado, los primeros obtuvieron que
el film formulado retard6 la pérdida de peso y firmeza de floretes de brécoli. Los
segundos obtuvieron que la ventana de celulosa ayudé a controlar la humedad
relativa y condensacion dentro del envase, aunque causé una significativa pérdida
de peso respecto a los films convencionales (Tabla 2. 1). Mashabela et al. (2019)
(17) también evaluaron un sistema de envasado que consistia en una ventana de
NatureFlex™ en un film de PP para el envasado de floretes de coliflor. Observaron
que el envase de 20% de NatureFlex™ y un 80% del PP retuvo mejor el color,
apariencia general y fitoquimicos en comparacion al sistema de 100% PP (Tabla 2.
1). El envasado con bioplasticos también result6 prometedor para tomates
minimamente procesados. Tomates cortados envasados en bandejas de PLA y film
de celulosa (NatureFlex™ E946) presentaron mayor vida util y retencién de
componentes nutricionales respecto al envasado con materiales convencionales.
Los autores concluyeron que el uso de estos materiales para el envasado de
productos hortofruticolas puede ser una alternativa prometedora para reducir el
impacto del procesado en el contenido de nutrientes (Patané et al., 2019). Sin
embargo, el mismo material (NatureFlex™ E946) fue empleado para el envasado de
papas minimamente procesadas con resultados no satisfactorios, ya que la
migracion de agua desde el producto hacia el biopolimero modificé las propiedades
de barrera y apariencia, alterando su rendimiento (lerna et al., 2017a). Zhang et al.
(2019) evaluaron el uso de un film de PLA/PBAT para el envasado de maracuya y
encontraron que conservo el sabor, pero no fue satisfactorio respecto a la pérdida
de agua, color y encogimiento en comparaciéon con el PE. En consecuencia, todavia
hay informacién limitada acerca de la aptitud y potencial de los nuevos bioplasticos
para su uso en el MAP de productos hortofruticolas. En esta Tesis Doctoral se
abordara este aspecto, evaluando la idoneidad de bioplasticos comercialmente
disponibles para el envasado de brécoli, determinando su impacto en propiedades

fisicoquimicas, organolépticas, componentes bioactivos y vida util.
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2.2. Cocinado de brdcoli y retencion de compuestos bioactivos

El brécoli es una hortaliza que se consume principalmente cocinada, por lo que
ademas de los efectos asociados al procesado minimo y almacenamiento, es
necesario determinar el impacto de las técnicas de cocinado sobre los compuestos
bioactivos, para determinar las condiciones mas idéneas para mantener estos
compuestos y poder asi ejercer su efecto beneficioso para la salud humana (Lépez-
Hernandez et al., 2022). Son varios los estudios que se han enfocado en determinar
los efectos del cocinado en distintos parametros nutricionales del brécoli, y estos
reportan tanto efectos positivos como negativos dependiendo del proceso y las
condiciones (Barakat & Rohn, 2014; Lopez-Berenguer et al., 2007; Pellegrini et al.,
2010; Soares et al.,, 2017; Tabart et al., 2018). La comparacién entre estudios es
dificil debido a que dentro de un mismo método de cocinado son varios los factores
que pueden variar, como el tiempo de coccién, temperatura, relacion peso del
vegetal:agua, tamafio, variedad, entre otros (Hennig & Verkerk, 2014). Los métodos
mas estudiados para el cocinado de brécoli son hervido tradicional, escaldado y
cocinado al vapor, frito o salteado, horno convencional y horno microondas.

Los GSL son compuestos solubles en agua y generalmente se pierden durante la
coccidén por lixiviacién en el agua circundante o bien por su termolabilidad (Tabart
et al, 2018). En general, el método de coccion al vapor es el método que ha
demostrado mejor retencion de GSL. Los trabajos mas clasicos indicaban pérdidas
de entre un 15 y 40%, dependiendo de factores como tiempo, temperatura y tamafio
del vegetal (Soares et al,, 2017; Song & Thornalley, 2007). Algunos autores, incluso,
habian documentado aumentos en el contenido de GSL con el cocinado al vapor
debido a que no existe lixiviacién (Zhao et al,, 2019), y a que posiblemente la
extraccion de GSL en ese material vegetal se ve facilitada con respecto al vegetal
crudo (Dominguez-Perles et al., 2011). El hervido tradicional es el método que ha
resultado mas agresivo respecto a la pérdida de GSL, ya que induce pérdidas de
entre 40 y 77% de los GSL, siendo uno de los factores determinantes la proporcién
vegetal:agua (Oliviero et al.,, 2012; Soares et al., 2017; Tabart et al., 2018).

El cocinado de brécoli en horno de microondas es uno de los métodos con resultados
mas conflictivos respecto a sus efectos en el contenido de GSL y compuestos
fenolicos. La mayoria de las publicaciones presentan pérdidas drasticas en el

contenido de GSL, semejantes a las del método de hervido. Por ejemplo, Vallejo et al.
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(2003), en uno de los estudios pioneros en esta tematica, pusieron de manifiesto
reducciones de un 74% de GSL totales en floretes de brocoli cocinados al
microondas doméstico durante 5 minutos y con una potencia de 1000 W. La alta tasa
de evaporacidén que presenta este método podria explicar las grandes pérdidas
observadas (Jones et al., 2010; Vallejo et al,, 2003a; G. F. Yuan et al., 2009). Sin
embargo, otros estudios mas recientes, ofrecen resultados mas positivos sobre el
nivel de retencién de GSL en brocolis cocinados al microondas (Barakat & Rohn,
2014; Lopez-Berenguer etal., 2007; Soares etal., 2017; Wu et al., 2019). Por ejemplo,
Tabartetal. (2018), cocinaron floretes de brécoli durante 19 minutos a una potencia
de 950 W (sin agregar agua) y no encontraron diferencias en el contenido de GSL
entre brécolis crudos y cocidos. Las discrepancias entre estudios pueden deberse a
las condiciones de coccidn, ya que son varios los parametros que pueden variar
como los tiempos de coccion, potencia, adicién o no de agua, volumen de agua
utilizada, tamafio y masa del vegetal, etc. (Barakat & Rohn, 2014).

Las hortalizas minimamente procesadas y comercializadas en bolsas aptas para
cocinado en microondas han ganado popularidad y se han convertido en una
tendencia de consumo. Sin embargo, es escasa la informacidn sobre el efecto de este
meétodo de coccion en los componentes nutricionales y bioactivos (Zhong et al,,
2015, 2017). Los escasos estudios existentes indican que el brocoli cocinado en
bolsa para microondas mantuvo su contenido de acido ascdrbico y aumentd su
capacidad antioxidante. En cuanto a retencion de compuestos nutricionales, la
coccién en bolsa fue equivalente a la coccién al vapor, y mejor que la cocciéon en
microondas convencional (sin bolsa). Los autores concluyen que la cocciéon por
microondas y en bolsa es un método que aumenta el valor nutricional, ablanda
rapidamente y produce minimos cambios de color en el brocoli (Zhong et al., 2015,
2017). El efecto del cocinado de brdécoli en bolsas para microondas sobre los
contenidos de GSL no esta suficientemente estudiado. Por lo tanto, un objetivo
especifico de esta Tesis Doctoral fue evaluar los efectos del cocinado en microondas
por ser un método popular, con resultados contradictorios en la literatura y que

presenta la variante poco estudiada de la utilizacion de bolsas microondables.
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Esta Tesis Doctoral tiene como objetivo general evaluar los efectos del envasado,

almacenamiento y cocinado sobre la calidad (fisicoquimica y organoléptica) y los

compuestos bioactivos (glucosinolatos y acidos hidroxicinamicos) del brécoli, como

insumo para el disefio de estrategias innovadoras para la extensién de su vida util y

conservacion de su potencial saludable. Asi, se busca generar nuevos conocimientos

que puedan ser utilizados por distintos actores para mantener la calidad de un

producto fresco de alta demanda (como es el brocoli) teniendo en cuenta las

dimensiones de los impactos a nivel nutricional, medioambiental y econémico.

Para alcanzar este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

Estudiar el impacto de diferentes films de envasado y temperaturas de
almacenamiento sobre la evolucién de parametros de calidad (fisicoquimicos
y organolépticos), compuestos bioactivos (glucosinolatos y acidos
hidroxicindmicos) y vida ttil del brocoli minimamente procesado durante el
almacenamiento postcosecha.

Evaluar la aplicacion de bioplasticos como alternativa a los plasticos
convencionales para el envasado y conservacion de cabezas o pellas y
floretes de brécoli minimamente procesados.

Evaluar los efectos del cocinado en horno microondas convencional y
empleando bolsas para microondas, en el contenido de componentes
nutricionales y funcionales de floretes de brocoli con procesado doméstico e

industrial.
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En este capitulo se describe como se llevaron a cabo los ensayos de envasado y
coccidn, y las técnicas analiticas utilizadas para la determinacién de los parametros
de calidad estudiados. Los disefios experimentales especificos de cada ensayo seran

descritos en los capitulos siguientes.

4.1. Ensayos de envasado

En los ensayos de envasado el material vegetal se procesé de forma semejante a
como se haria en la industria, lo que implicé la realizacion de las siguientes etapas:
recepcion del material vegetal, selecciéon, pre-lavado, corte, lavado, desinfeccidn,
escurrido, centrifugado, pesado, envasado, almacenamiento y muestreo con
frecuencias predeterminadas segtin los distintos tipos de andlisis. A continuacién, se
detalla cémo fueron llevadas a cabo cada una de estas etapas.
Seleccion

Las cabezas o pellas de brocoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck) fueron
cosechadas por sus productores en estado de madurez comercial. En las
experiencias realizadas en Uruguay se utilizo6 la variedad “Legacy” (de un productor
del departamento de Canelones) y en las experiencias en Espafia la variedad
“Marathon” (de la empresa hortofruticola Grupo Lucas de la Regién de Murcia,
Espafia) (Figura 4. 1). Las cabezas se trasladaron al laboratorio el mismo dia de la
cosecha y se procedié inmediatamente con su procesamiento. Se seleccionaron
cabezas redondas, libres de defectos, uniformes en tamafio y color para conformar

un lote homogéneo.

Figura 4. 1. A - Cabeza de brocoli Brassica oleracea var. italica Plenck cv. Legacy. B
- Cabeza de brécoli Brassica oleracea var. italica Plenck cv. Marathon.

Pre-lavado

Se realiz6 un prelavado con agua a 2°C para bajar la temperatura y eliminar la
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suciedad gruesa.
Corte
Los floretes individuales se obtuvieron realizando cortes limpios con cuchillo de

acero inoxidable y separando los floretes del tallo principal (Figura 4. 2).

Figura 4. 2. Etapa de corte para la obtencién de floretes individuales de brécoli
durante los ensayos de envasado.

Lavado y desinfeccion
El lavado se realizé con agua corriente. Para la desinfecciéon se sumergieron los
floretes en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) de 100 ppm durante 2 min

(Figura 4. 3).

P ‘
Lavado ‘ Desinfeccion

Figura 4. 3. Etapa de lavado y desinfeccion de floretes de brécoli llevadas a cabo
en los ensayos de envasado.

Escurrido y centrifugado
Los floretes se retiraron de la solucidn desinfectante con un colador, se enjuagaron
con agua corriente y se escurrieron durante un minuto. Luego se colocaron en una

centrifugadora manual y se centrifugaron por 30 - 45 segundos para eliminar el
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excedente de agua.

Pesado y envasado
Los floretes se pesaron y colocaron en bolsas. La masa de brécolis colocada en cada
envase, asi como el material y dimensiones de las bolsas se detallaran en las
secciones correspondientes a cada ensayo. Las bolsas se sellaron con una
envasadora con inyeccién de aire (MAP pasiva) (Supervac GK105/1, Austria)

(Figura 4. 4).

Figura 4. 4. Floretes de brécoli envasados (unidad experimental) obtenidos luego
de las etapas de pesado y envasado.

Almacenamiento
Las bolsas conteniendo los floretes se colocaron en camaras con control automatico
de temperatura (+ 2°C) y estantes con ventilacion. Las temperaturas de
almacenamiento aplicadas se especificardn en las secciones correspondientes a cada
ensayo.

Muestreo y conservacién de las muestras
Para cada ensayo de envasado se estableci6 una frecuencia de muestreo. Cada bolsa
con floretes de brdcoli constituyé una unidad experimental. En cada punto de
muestreo se tomaron aleatoriamente 3 o 5 bolsas de cada condiciéon de estudio
(muestreo por triplicado o quintuplicado). Los andlisis de propiedades fisicas y
organolépticas se realizaron inmediatamente después del muestreo. Para la
determinacion de compuestos bioactivos, las muestras fueron congeladas a -18°C,
liofilizadas, envasadas en films impermeables al agua y almacenadas en desecadores

en obscuridad hasta el dia de su analisis.
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4.2. Medidas de temperatura y humedad dentro de los envases

Para cada condicién de estudio, se colocaron registradores de temperatura y
humedad (iButtons, Maxim Integrated Products Inc., California, USA) dentro de 2
unidades experimentales al azar. Se obtuvieron registros de temperatura y

humedad cada 4 horas a lo largo del almacenamiento.

4.3. Composicion gaseosa del espacio cabeza

Ensayos en Uruguay
La concentracién de Oz y CO2 se determind utilizando un analizador de gases
Servomex 1450C Food Package Analyzer (Crowborough, Sussex, UK). La aguja del
equipo se introdujo en los envases mediante un septo de silicona (para evitar rotura
del envase) y el equipo extrajo una muestra de la mezcla gaseosa del espacio cabeza.
El equipo realiza la determinacién de la concentracién de Oz (%) mediante
transductores paramagnéticos y la concentracion de COz (%) mediante
transductores de infrarrojo. Se realizaron dos medidas por unidad experimental.
Los resultados se expresaron como presiones parciales (kPa) de Oz y CO2 en el
espacio cabeza de los envases.

Ensayos en Esparnia
La concentracién de Oz y COz se cuantificaron por cromatografia gaseosa (Shimadzu
14B-GC) segun Serrano et al. (2006). Las muestras gaseosas se tomaron con jeringa,
introduciendo la aguja en el envase mediante septo de silicona, y posteriormente se
inyectaron en el cromatografo. Se realizaron dos medidas por unidad experimental.
Los resultados se expresaron como presiones parciales (kPa) de Oz y CO2z en el

espacio cabeza de los envases.

4.4. Pérdida de masa (ML)

El contenido de cada bolsa se pesé individualmente el dia de su preparacién (mo) y
en cada dia de muestreo (mi). La pérdida de masa se calculé como porcentaje (%)

del peso inicial segtin la siguiente ecuacion:

m, —m;
ML(%)=%*1OO

o
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4.5. Tasarespiratoria

La tasa de respiracion se determin6 como tasa de consumo de Oz (RROz2) utilizando
el método de sistema cerrado (Barrios et al., 2014; Fonseca et al., 2002). Los floretes
de brécoli se transfirieron del envase al sistema de medicion y se equilibraron a la
temperatura de medicion (18 * 2°C) y composicién atmosférica. Se colocaron en
recipientes herméticos en condiciones de temperatura controlada (18 + 2°C). El
seguimiento de la evolucion de Oz en el interior de los recipientes se realizé durante
10 horas, asumiendo que en este tiempo el producto no envejecié significativamente
y que la concentraciéon de Oz no varié lo suficiente como para influir en la tasa
respiratoria. Las mediciones se realizaron por triplicado para cada condicién
estudiada. La concentracién de Oz en el espacio de cabeza de los recipientes se
determin6 con analizador de gases Servomex 1450C Food Package Analyzer
(Crowborough, Sussex, UK) introduciendo la aguja a través de septos en los
recipientes. Se tomo6 un registro de la concentracion de Oz cada 2 horas. La tasa de
respiracion se determiné como tasa de consumo de 02 (RRO2) calculada utilizando
la siguiente ecuacion:

aCOZ Vlibre

10*
m * *

RRO, =

Donde RRO, se expresa como mL kg1 h-1, €y, es la concentracién de 02 dentro del
recipiente (%v/v), t es el tiempo (h), m es la masa de producto (kg), Viibre €s el

volumen libre dentro del recipiente (m3).

4.6. Color

Se trabajo con el modelo cromatico CIELAB. Los parametros del espacio de color
CIELAB (L*, a* b* Cap y ha) se determinaron usando un colorimetro -
espectrofotometro CM 600d (Konica Minolta, Japdn). Se siguieron las
recomendaciones de la Comision Internationale de L'Eclariage (CIE, 2004): angulo
estandar del observador 10° e iluminante estandar D65. El area de medicion fue de
8 mm y el equipo fue calibrado utilizando una placa reflectora blanca estandar. La
medida se realizé sobre 5 floretes de cada unidad experimental, en tres posiciones
diferentes. En las cabezas de brécoli se tomaron 6 medidas en 6 posiciones

diferentes de cada unidad experimental.
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4.7. Textura

El analisis de textura se realiz6 utilizando un texturémetro TA.XT2i (Stable Micro
Systems Ltd., Reino Unido). La celda de carga de 50 kg se calibré con un peso de 5
kg. Se realizaron dos determinaciones de textura: penetracion sobre el tallo para
evaluar la dureza y compresion sobre la cabeza o floretes para evaluar la

compacidad. A continuacion, se describen ambos ensayos.

4.7.1. Dureza del tallo

La dureza de los tallos de los floretes se determin6 mediante ensayos de penetracion
sobre los tallos cortados de un centimetro de espesor. El texturdmetro se equip6 con
una sonda cilindrica de 3 mm de didmetro, que penetro los tallos longitudinalmente
(Figura 4. 5 - A). Las condiciones de prueba utilizadas para las mediciones fueron:
velocidad de pre-test = 2,0 mm s-1; velocidad de test = 1,0 mm s-1; velocidad post-
test = 5,0 mm s-1 y distancia de penetraciéon = 5 mm. Los datos de fuerza (N) versus
tiempo (s) se registraron utilizando el software Texture Exponent (Version 3.2,
Stable Micro Systems Ltd.). El valor de dureza se determiné como la fuerza maxima
registrada en las curvas fuerza vs tiempo. Las mediciones se realizaron en cinco

tallos de brocoli por unidad experimental.

4.7.2. Compacidad de la cabeza o del florete

La compacidad de cabezas y floretes de brdcoli se determiné mediante ensayos de
compresion. El texturémetro se equip6 con una placa de compresion de 100 mm de
diametro (P/100) para las cabezas y 75 mm de diametro (P/75) para los floretes, y
se aplicé una deformacion del 5% del diametro de la cabeza o florete (Figura 4. 5 -
B). La medida se tomd dos veces, girando la cabeza o florete 90° entre medidas para
obtener datos en dos ejes. Los valores de firmeza se midieron como la fuerza maxima
registrada dividida por el desplazamiento (N mm-1). La medida se realiz6 sobre 5
floretes de cada unidad experimental y sobre todas las cabezas de brécoli,

promediando las medidas y obteniendo un tnico valor por unidad experimental.
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Figura 4. 5. Ensayos para determinacion de textura. A - Ensayo de penetracion
para determinacion de dureza del tallo. B - Ensayo de compresion para
determinaciéon de compacidad.

4.8. Evaluacion sensorial

Los atributos evaluados fueron: apariencia externa, color y olor, y fueron
seleccionados de acuerdo a la experiencia previa del grupo de investigaciéon. Cada
atributo se calific6é individualmente utilizando una escala subjetiva del 1 al 5. La
evaluacion fue llevada a cabo por un panel de siete miembros, con experiencia
previa en evaluacion sensorial de vegetales, que fue entrenado especialmente para
la evaluacién de brdécoli fresco. Los evaluadores fueron capacitados con muestras de
brécoli generadas en distintas condiciones de tiempo (0 a 5 dias) y temperatura de
almacenamiento (5y 20°C). En una primera sesidn, a través de una discusién abierta
con el lider del panel, los evaluadores acordaron la escala de calificaciéon para
diferenciar la apariencia, el olor y el color de las muestras. En sesiones sucesivas, los
evaluadores fueron capacitados utilizando muestras generadas en diferentes
condiciones de almacenamiento.

Durante los ensayos, las evaluaciones se realizaron inmediatamente después de
retirar el brocoli de las condiciones de almacenamiento. Se presentaron muestras
codificadas (3 digitos) en orden aleatorio a los miembros del panel que realizaron
evaluaciones independientes por muestra. La escala de calificaciéon para la
apariencia fue: 5 = excelente, como recién cosechado; 4 = muy bueno, defectos
menores; 3 = defectos regulares y moderados; 2 = pobre, defectos importantes; y 1

= muy pobre, no comestible. En el caso del olor: 5 = olor tipico, fresco; 4 = olor
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extrano ligero; 3 = olor extrafio moderado; 2 = olor extrafio mas que moderado; 1 =
olor extrafio fuerte, desagradable. En el caso del color: 5 = verde oscuro; 4 = verde,
trazas de amarillo; 3 = verde claro, ligeramente amarillo; 2 = verde claro, muy
amarillo y 1 = amarillo. Se consider6 una puntuacién de 3 como limite de
comerciabilidad (Fernandez-Ledn, Fernandez-Leon, Lozano, Ayuso, Amodio, et al,,

2013; Winkler et al., 2007).

4.9. Calidad microbioldgica

10 g de cada unidad experimental se colocaron asépticamente en una bolsa
Stomacher estéril con 90 mL de Agua Peptonada Tamponada (PW) (Scharlab,
Barcelona) y se homogeneizaron en un Stomacher. Las muestras se analizaron en
busca de bacterias aerobias mesofilas, bacterias aerobias psicrotroéficas y mohos y
levaduras. Para el andlisis de bacterias mesdéfilas y psicrotroficas se utilizé recuento
en placa de agar (PCA) (Scharlab, Barcelona) y se incubé durante 24-48 h a 30°Cy
durante 7 dias a 5°C, respectivamente. Se utiliz6 Agar Rosa de Bengala Cloranfenicol
(RB) (Scharlab, Barcelona) para mohos y levaduras y se incub6 durante 5 d a 25°C.
Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por gramo de

peso fresco (ufc g'1). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.10. Contenido de glucosinolatos (GSL) y acidos hidroxicinamicos (HCA)

4.10.1. Obtencion de extractos

La extraccidon de GSL y HCA se realiz6 segun Baenas etal. (2016). A 50 mg de muestra
liofilizada y molida se le adicion6 1 mL de metanol (70 % v/v) e inmediatamente se
calent6 la mezcla a 70 °C durante 30 min en un bafio calefactor, agitando con vortex
cada 5 min. Después del calentamiento, las muestras se colocaron en hielo por 5 min,
se centrifugaron (17500 x g, 15 min, 4 °C) y el sobrenadante fue recolectado y
filtrado a través de filtros Millex-HV13 de 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, USA) y
colocado en viales de cromatografia para su analisis. Las extracciones y analisis se

realizaron por triplicado para cada condicién de estudio (3 réplicas genuinas).
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4.10.2. Identificacion de GSL y HCA

La identificacion de GSL y HCA se realiz6 segin Abellan Victorio (2022) y Baenas et
al. (2016). GSL y HCA se identificaron a partir de sus iones parentales (m/z [M-H]),
patrones de fragmentacion (m/z MS?, MS3), espectros de absorcion UV-visible,
tiempos de retencion y orden de elucidn. Se utilizé un HPLC-DAD-ESI-MSr (Agilent
Technologies HPLC 1200, Waldbronn, Alemania) acoplado en serie a un detector de
masas Bruker de trampa de iones (UltraHCT, Bremen, Alemania) (Figura 4. 6). Se
utilizé una columna Luna C18 100A (250 x 4.6 mm, 5 pm de tamafio de particula;
Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido) y método de elucién por gradiente con dos
fases moviles. Fase mévil A: agua/acido férmico (99:1, v/v); Fase mdvil B:
acetonitrilo (100%). El volumen de inyeccidén fue de 20 pL y el flujo constante de 0.8
mL/min con gradiente lineal segin los siguientes parametros (t (min) - %B): 0"-1%,
17°-17%, 20°-17%, 25°-25%, 32°-35%, 37°-40%, 42°-50%, 45°-99%. El rango de
analisis de los espectros de masas fue desde m/z 50 a 1200, estableciéndose los
parametros de ionizacion de acuerdo con las indicaciones del fabricante:
temperatura 350°C, voltaje del capilar 4 kV, presiéon del nebulizador 65.0 psi y flujo

de nitrégeno 11 L/min.

Figura 4. 6. Cromatografo liquido de alta resolucién (HPLC-DAD-ESI-MSn)
acoplado a trampa de iones, utilizado para la identificacion de glucosinolatos y
acidos hiroxicinamicos.

4.10.3. Cuantificacion de GSL y HCA

Una vez identificados los compuestos, la cuantificacion se realizé en un HPLC-DAD

(Waters Cromatografia SA, Barcelona, Espafia), con columna Luna C18 100A (250 x
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4.6 mm, 5 um de tamafio de particula; Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido) y
método de eluciéon por gradiente con dos fases moviles. Fase mévil A: agua
desionizada/acido trifluoroacético (99.9/0.1 v/v); Fase mévil B: acetonitrilo/acido
trifluoroacético (99.9:0.1). El volumen de inyeccion, flujo y gradiente fueron los
mismos que en 4.10.2. Los cromatogramas se registraron a 227 nm y 330 nm para
GSL y HCA respectivamente. Se utilizaron patrones de sinigrina y glucobrassicina
(Phytoplan, Alemania) para la cuantificacién de glucosinolatos alifaticos e ind6licos
respectivamente, y acido clorogénico y sinapico (Sigma, St. Louis, MO, USA) para
cuantificacion de HCA. Los resultados se expresaron en umol por gramo de materia

seca (umol g-1).

4.11. Capacidad antioxidante
4.11.1. Obtencion de extractos

La extraccion se llevé a cabo segin Baenas et al. (2012) con algunas modificaciones.
A 100 mg de muestra liofilizada y molida se adicion6 1,5 mL de metanol (70% v/v)
y se introdujo la mezcla en bafio de ultrasonido (Cole Parmer, USA) por 60 min,
agitando cada 20 min en vortex. Los extractos fueron almacenados en oscuridad y
refrigeracion durante 16 horas. Luego del almacenamiento, se sonicaron durante 60
min, se centrifugaron a 10500xg durante 5 min, y el sobrenadante fue extraido para
realizar los analisis por ABTS, DPPH y ORAC. Las extracciones y analisis se

realizaron por triplicado para cada condicién de estudio (3 réplicas genuinas).

4.11.2. Método ABTS

El andlisis por ABTS se realiz6 siguiendo el método desarrollado por Re et al. (1999)
con ligeras modificaciones. El radical ABTS (ABTS**) (2,2-azinobis-[3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico]) se origind haciendo reaccionar 10 mL de solucién
madre de ABTS 7mM (Sigma Adrich, Alemania) con 10 mL de solucién de K2S20s
2,45 mM. La mezcla se dejo en la oscuridad y a temperatura ambiente durante 16
horas. La solucion utilizada para el andlisis se preparé tomando un volumen de la
solucion anterior y diluyéndolo en etanol hasta que su absorbancia a 734 nm fuera
de 0,70 = 0,02. La reaccion tuvo lugar directamente en la cubeta de medicion. Se

afiadieron 3 mL de radical ABTS y 100 uL de extracto o estandar, se dejo reaccionar
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por 5 min y se tomé la medida de absorbancia a 734 nm en espectrofotémetro (UV-
Mini 1240, Shimadzu Corp., Japén). Para la cuantificacion, se preparé una curva de
calibracién de Trolox (Sigma Adrich, Alemania) en un intervalo de concentracion de
0 - 320 pM. Los resultados se expresaron como pmol equivalentes de Trolox por

gramo de materia seca (umol g1).

4.11.3. Método DPPH

El andlisis por DPPH se realizé siguiendo el método desarrollado por Brand-
Williams et al. (1995) con algunas modificaciones segun Mena et al. (2011). Las
reacciones fueron iniciadas agregando 2 pL del extracto al pocillo con 250 pL de
soluciéon madre de DPPH (0,04 g L-1). Los cambios de absorbancia a 515 nm después
de 50 min de reaccién fueron medidos usando microplacas de 96 pocillos (Nunc,
Roskilde, Denmark) y un lector de microplacas Infinite® M200 (Tecan, Grodig,
Austria). Para la cuantificacién, se prepard una curva de calibracion de Trolox
(Sigma Adrich, Alemania) en un intervalo de concentraciéon de 0 - 200 pM. Los
resultados se expresaron como pmol equivalentes de Trolox por gramo de materia

seca (umol g1).

4.11.4. Método ORAC

El ensayo de ORAC se realiz6 de acuerdo con Ou et al. (2002) utilizando microplacas
de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) y un lector de microplacas Infinite®
M200 (Tecan, Grodig, Austria). Los andlisis se realizaron en buffer fosfato pH 7,4 a
37 °C. El radical peroxilo se gener6 utilizando diclorhidrato de 2, 2'-azobis (2-
amidino-propano). Se utilizé fluoresceina como sustrato. Las condiciones de
fluorescencia fueron: excitaciéon a 485 nm y emision a 520 nm. Se utilizé una curva
de calibracién de Trolox en un intervalo de concentraciéon de 10 - 200 uM. Los
resultados se expresaron como umol equivalentes de Trolox por gramo de materia

seca (umol g1).

4.12. Contenido de clorofilas y carotenoides

Se determinaron clorofila a y b, y carotenoides totales segin Serrano et al. (2006).
Las muestras liofilizadas se extrajeron con acetona (75% v/v) y se centrifugaron

(AOAC 942.04-1942). Se registrod la absorbancia de los extractos a 647 y 664 nm
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para clorofilas y a 470 nm para carotenoides totales, usando un espectrofotometro
(Bio-Tek Instruments, Vermont, EE. UU). La concentraciéon de pigmentos en los
extractos se calcul6 con las siguientes formulas y los resultados se expresaron en mg
g1 de materia seca (Lichtenthaler, 1987).

Clorofilaa (Chl a) = 12,25A¢464 — 2,79A¢47

Clorofila b (Chl b) = 21,504447 — 5,104463

Clorofilas totales = 7,15A4¢¢4 — 18,71A444;

Carotenoides totales = (1000544, — 1,82Chl a — 85,02Chl b) /198

4.13. Minerales

En los ensayos de coccion se determind el contenido de minerales. Se analiz6 la
concentracion de boro (B), calcio (Ca), potasio (K), magnesio (Mg), sodio (Na),
fosforo (P) y azufre (S), en muestras de brocoli liofilizadas y molidas (100 mg). Las
muestras fueron digeridas en un horno de microondas (CEM Mars Xpress, Carolina
del Norte, EE. UU) mediante digestion acida con HNOs - HClOs4 (2:1). La
determinacion de minerales se llevo a cabo utilizando un espectrofotémetro de
emision ICP modelo 5500 de Perkin-Elmer (Waltham, MA), a 589 nm, utilizando un
detector de conductividad y cuantificador por comparacién con patrones auténticos
(Servicio de lonémica, CEBAS-CSIC, Murcia, Espafia). Los contenidos se expresaron

en g/100 g y mg/kg de peso seco, dependiendo del mineral.

4.14. Actividad mirosinasa por HPLC-UV
4.14.1. Seleccion de la técnica

Se adapt6 y puso a punto una técnica de determinacion de actividad mirosinasa
propuesta por Pardini et al. (2021). La técnica consiste en la extraccién de la enzima
en extracto acuoso y posterior determinacién de la actividad mirosinasa por HPLC-
UVv.
Se selecciono esta técnica por presentar las siguientes ventajas:
- Laextraccion de la enzima se realiza en extractos acuosos, condicion
que representan mejor las condiciones fisiologicas del tejido vegetal

y elimina la necesidad de una purificacion preventiva de la enzima.
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- Se pueden caracterizar muestras con una alta actividad mirosinasa ya
que el rango operativo fiable del HPLC es mas amplio respecto al que
permite la espectrofotometria tradicional.

- La cromatografia permite cuantificar directamente el glucosinolato
objetivo, eliminando interferencias dadas por otros compuestos

presentes.
4.14.2. Extraccion de mirosinasa enddgena

A 250 mg de muestra de broécoli liofilizada se agregé 5 mL de buffer fosfato 100 mM
(pH 6) y se agité en vortex. La mezcla se sonicéd durante 30 min a temperatura
controlada de 22 + 2 °C para tratar de asegurar la extracciéon completa de la enzima,
y luego se incub6 durante 2 hs a 37 + 1 °C para asegurar la hidrolisis total de
glucosinolatos endégenos. La mezcla se centrifug6 (15 min, 2647 g), se colecto el

sobrenadante y se almaceno a 4°C.

4.14.3. Determinacion de actividad mirosinasa

Como sustrato se utilizé glucobrasicina (Phytoplan, Alemania). Se prepar6 una
soluciéon madre de glucobrasicina 2 mM. A 500 pL del extracto de la enzima se le
agregd 200 pL de solucion madre y se llevd a 1 mL con agua desionizada
(concentracion final del sustrato 400 uM). Los blancos se realizaron con el mismo
procedimiento, pero reemplazando el extracto de mirosinasa por buffer fosfato. La
mezcla se incub6 30 mina 37 °C. Lareccion se detuvo incorporando 4 mL de metanol
a 80°C. Posteriormente, la mezcla fue almacenada 1-2 horas a 4°C, centrifugada (10
min, 1500 rpm), el sobrenadante fue recolectado, filtrado (Millex-HV13 de 0,22 pm)
y colocado en viales para su analisis por HPLC. El analisis se realiz6é como se describe
en 4.10.3. La actividad mirosinasa se expres6 en micro moles de glucobrasicina
hidrolizada por minuto, por gramo de material vegetal seco (umol min-1 g-1),

calculada a partir de la siguiente ecuacién:

L\ _ siane = A Vior Ve
’ (ur.no ) _ ( Blank t) Lot TSE 1000
min g mxt Vext M

Donde:
Aslank: area del pico de glucobrasicina correspondiente al blanco
Av: area del pico de glucobrasicina luego de 30 min de reaccion

m: pendiente de la curva de calibracion de glucobrasicina
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t: tiempo de reaccion (min)

Viot: volumen total de la mezcla de reaccion (0,001 L)

Vext: volumen de extracto de mirosinasa usado en la reaccién (500 pL)
Vse: volumen de buffer usado en la extraccion (puL)

M: masa de material vegetal liofilizado usado en la extraccién (mg)

4.15. Ensayos de coccion
4.15.1. Brdcoli procesado domésticamente

Brocolis (cv. Parthenon) se compraron en un supermercado local (Murcia, Espafia),
se trasladaron al laboratorio y se procesaron inmediatamente. Las cabezas de
brécoli se cortaron en floretes, se lavaron con agua corriente y se centrifugaron en
una centrifuga de vegetales doméstica. Aproximadamente 200 g de floretes se
colocaron en bolsas aptas para el cocinado en microondas y se cocinaron en un
horno microondas doméstico durante 3 y 5 minutos a 800 W. Como control se utilizé
el producto cocinado en las mismas condiciones, pero sin bolsa (microondas

convencional). Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

4.15.2. Brocoli procesado industrialmente

Se usaron brocolis (cv. Parthenon) minimamente procesados (cortados en floretes,
sanitizados y envasados en bolsas aptas para microondas) provistos por la empresa
Verdisfresh - Grupo Alimentario Citrus (GAC) (Valencia, Espafa). Los brocolis
fueron enviados al laboratorio en condiciones de refrigeracion y los ensayos se
realizaron inmediatamente. Los tratamientos de coccion fueron analogos a los

descritos en 4.15.1.

4.16. Analisis estadistico de los datos
4.16.1. Estudios de envasado

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA), considerando como
factores de variacion: material de envasado, nivel de perforacién, temperatura y
tiempo de almacenamiento, segin cada ensayo. Cuando existieron diferencias
significativas, las medias se compararon mediante test de Tukey (p < 0,05). En todos
los casos se verific la distribucién normal de los errores mediante test de Shapiro-
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Wilk (p < 0,05) y la homogeneidad de las varianzas mediante test de Bartlett (p <
0,05). Los andlisis se realizaron con el paquete “agricolae” del software R version

4.1.2.

Para evaluar la relacién entre las variables estudiadas se llev6 a cabo un Analisis de
Componentes Principales (PCA) basado en la matriz de correlaciéon. Como criterio
de seleccion del nimero de componentes principales se consideraron los primeros
componentes que explicasen mas de un 70% de la varianza total de los datos. Los

analisis se realizaron con el paquete “FactoMiner” del software R version 4.1.2.

4.16.2. Estudios de coccion

Los datos se analizaron mediante ANOVA, considerando como factores de variacion:
método de coccidn y tiempo de coccidn. Cuando existieron diferencias significativas,
las medias se compararon mediante test de Tukey (p < 0,05). Se realizé6 un ANOVA
de una via seguido por un test de Dunnett (a = 0,05) para comparar cada tratamiento
contra la muestra de brécoli fresco (sin cocinar). En todos los casos se verificé la
distribuciéon normal de los errores mediante test de Shapiro-Wilk (p < 0,05) y la
homogeneidad de las varianzas mediante test de Bartlett (p < 0,05). Los analisis se

realizaron con software XLSTAT (Statistical and data analysis solution, USA).
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5.1. Ensayos de envasado

Se disefiaron ensayos de envasado en atmosfera modificada pasiva para estudiar los
efectos del almacenamiento y envasado en parametros de calidad fisicoquimicos y
organolépticos, y en el perfil y contenido de compuestos bioactivos de brocoli. Los
factores estudiados fueron:

e Temperatura de almacenamiento

e Material del film de envasado

e Nivel de microperforacion de los films de envasado

5.1.1. Seleccion de temperaturas de almacenamiento

Para los ensayos se seleccionaron temperaturas de entre 2°C y 15°C con el objetivo

de contemplar las siguientes condiciones:

Rangos de Condicion Referencia
temperaturas
o Temperaturas recomendadas de (Castro-Ibafiez
2-4°C e g
transporte y comercializacion etal.,, 2017)
6-10°C Temperaturas habituales de los (Matar et al,,
refrigeradores comerciales y domésticos  2021)
12-15°C Temperaturas abusivas que pueden (Ndraha et al.,,
alcanzarse durante el suministro 2018)

Se llevaron a cabo ensayos en condiciones de almacenamiento isotérmico y con
aumento de temperatura intentando simular condiciones habituales en el ciclo de

vida del producto.

5.1.2. Seleccion del material de envasado

5.1.2.1. Plasticos convencionales

La seleccion del material de envasado se realizé en base a experiencias preliminares
donde se evaluaron films de PE (polietileno) y PP (polipropileno), perforados y sin
perforar, que son materiales que se utilizan cominmente para el envasado de frutas

y hortalizas. Se seleccion6 PP perforado (perforacién mecanica con una aguja
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hipodérmica de 600 pm de didmetro) por ser el material que presenté mejores
resultados para el envasado de floretes de brocoli (Tabla 5. 1).
Dado que el brécoli es un producto de alta tasa respiratoria, y por lo tanto proclive
a alcanzar concentraciones de Oz y COz extremas y perjudiciales, esta Tesis Doctoral
puso foco en evaluar films perforados y en estudiar el efecto del nivel de perforaciéon
del film en los distintos parametros de calidad. Para esto se seleccionaron films de
BOPP (polipropileno biorientado), con dos lineas de micro perforaciones laser (de
100 um de diametro) y tres niveles de separaciéon entre perforaciones: 15 mm
(BOPP-CAD15), 30 mm (BOPP-CAD30) y 45 mm (BOPP-CAD45) (Tabla 5. 1). La
seleccion del material y niveles de perforacidn se realiz6 tomando en cuenta los
siguientes aspectos:
e Se estim6 un rango de tasas de transferencia al Oz (OTR) requeridas
para alcanzar concentraciones de Oz de equilibrio moderadas
(préximas a 10 kPa) en distintas condiciones de temperatura (4-
15°C). Para ello se emplearon datos de tasa respiratoria de floretes de
brocoli determinadas en el laboratorio a temperaturas de 4, 10y 15°C.
Se empled la siguiente ecuacion, que corresponde a un balance de 02

global en el sistema en estado estacionario:

RRp; *m

OTR =
A * (Pozext — Po2)
RT

Donde:

OTR es la tasa de transferencia de Oz del film (cm3 m2 d)
RRoz2 es la tasa respiratoria (mol kg1 d-1)

m es la masa de producto envasado (kg)

A es el area de transferencia (m?2)

pozext €s la presion parcial de Oz en el ambiente (kPa)

pozes la presidn parcial de Oz en el interior del envase (kPa)
R es la constante de los gases ideales (cm3 kPa mol-1 K-1)

T es la temperatura (K)

El rango de OTR estimado fue de 4.000 - 25.000 cm3 m-2 d.

82



CAPITULO 5.

e Se realiz6 una visita a la planta PDS Group (Murcia, Espafa), quienes
se especializan en la fabricacién de films para el sector hortofruticola,
incluyendo productos IV gama. En base a su experiencia, posibilidades
de fabricacion y rango de OTR estimado se seleccionaron los films de

BOPP con los niveles de perforacion mencionados.

Para el estudio en cabezas de brocoli se empled un film estirable y autoadherente de
LLDPE (polietileno lineal de baja densidad), que es el mismo material que utiliza el
productor (Grupo Lucas, Murcia, Espafia) para la distribucion y comercializacion del

producto (Tabla 5. 1).

5.1.2.2. Biopldsticos

Se evaluaron bioplasticos que estuvieran comercialmente disponibles en Uruguay
y/o Espaia, de costo asequible y que presentaran potencial para el envasado de
hortalizas. Se seleccionaron: Nature Fresh®y NatureFlex™.
Nature Fresh®
Nature Fresh® es un film transparente, estirable y autoadherente, fabricado por
Fabbri Group CO (Italia) a partir de Ecovio® y Ecoflex®, polimeros producidos por
BASF (Alemania). Ecovio® y Ecoflex® son polimeros completamente biodegradables
compuestos por PBAT (tereftalato adipato de polibutileno) y PBAT/PLA (acido
polilactico), respectivamente. Nature Fresh® es una mezcla de Ecovio® y Ecoflex®
cuya composicion final es PBAT > 95% y PLA < 5%. Las propiedades de barrera se
muestran en la Tabla 5. 1. Se evalué la idoneidad de este material para el envasado
individual de cabezas de brocoli.
NatureFlex™

NatureFlex™ es fabricado por Futamura Group (Reino Unido) y consiste en un
nucleo de celulosa regenerada y transparente, recubierto por ambos lados con
poli(alcohol vinilico) y cloruro de polivinilideno. Se encuentra certificado como
compostable en la industria (normas EN 13432, EN 14995, AS4736, ASTM D6400 y
ISO 17088) y en el hogar (normas AS5810)(NatureFlexTM, n.d.). Las propiedades de
barrera se muestran en la Tabla 5. 1. Para los estudios se utilizaron bolsas
confeccionadas por el fabricante (dimensiones de 17 cm x 20,5 cm, de 23,3 pm de

espesor) que se utilizaron para evaluar la idoneidad de este material para el
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envasado de floretes de brécoli.

Tabla 5. 1. Tasas de transmisidn al oxigeno (OTR), di6xido de carbono (CTR) y
vapor de agua (WVTR) de los films evaluados en esta Tesis Doctoral.

OTR CTR WVTR*
. ) ) ] Espesor Proveedor o
Films (cm¥*m?2 (cm3m? (g m2 (um) fabricante
dia‘1) dia'1) dia'1)
. Garrido
PP (sinperforar) oo 7680t 7 30 (Uruguay)
. PDS Group SL
R 900t 36001 0,8 30  (Murcia,
perforar) N
Espafia)
PDS Group SL
BOPP-CAD15 17260 ™ 14650 * nd 30 (Murcia,
Espafia)
PDS Group SL
BOPP-CAD30 11570 * 9870 ™ nd 30 (Murcia,
Espafia)
PDS Group SL
BOPP-CAD45 9160 ™ 7840 * nd 30 (Murcia,
Espafia)
Grupo Lucas
LLDPE 8000t 52000tt 40 10 (Murcia,
Espafia)
Nature Fresh® 5500t 60000t 3000 1o ~ FabbriGroup
CO (Italia)
Futamura
NatureFlex™ 11t nd 600 23,3  Group (Reino
Unido)

nd: sin datos

*38°Cy 90% HR

t20°Cy 80% HR

t123°Cy 0% HR

* Las tasas de transmision fueron estimadas mediante el calculo del area de las perforaciones y el
modelo empirico propuesto por Gonzalez-Buesa et al. (2009, 2013).

5.2. Ensayos de coccion

Se disefnaron ensayos de coccién en horno microondas para evaluar el efecto del
método y tiempo de cocciéon sobre la retencion de compuestos bioactivos. Se
realizaron dos ensayos de coccion independientes: uno empleando brocolis
adquiridos en un supermercado local y procesandolos de forma doméstica; y otro
con brocolis minimamente procesados por la industria Verdisfresh - Grupo

Alimentario Citrus (GAC) (Valencia, Espafia). En ambos ensayos se evaluaron los
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Factor Niveles

Justificacion de la seleccion

Convencional (sin bolsa)

Método de
coccién Con bolsa microondable
) 5 min
Tiempo de
coccién )
3 min

Se evalué el efecto de la nueva
alternativa de coccién en bolsa
frente a una cocciéon convencional
por microondas.

Se evalu6 el tiempo recomendado
por los fabricantes (5 min) y un
tiempo inferior que podria
resultar en una mejor retencion
de fitoquimicos (3 min).

La determinacion de los principales compuestos bioactivos (GSL y HCA) se realiz6

en ambos ensayos. Ademas, en algunos ensayos se incorporaron determinaciones

de otros parametros de calidad como capacidad antioxidante, contenido de

minerales (ensayo con brécoli industria) y calidad microbiolégica (ensayo con

brécoli doméstico).
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6.1. Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la calidad externa y
contenido de compuestos bioactivos de floretes de brocoli envasados en

film de polipropileno
6.1.1. Disefio experimental

Cabezas de brocoli (cv. Legacy) se obtuvieron y procesaron como se describe en
Materiales y Métodos (4.1.). Aproximadamente 250 = 5 g de floretes de brocoli se
envasaron en bolsas de PP (30 x 25 cm, 30 pm de espesor) con una perforaciéon
mecanica (0,6 mm de diametro). Cada bolsa constituy6 una unidad experimental.
Las muestras se almacenaron en oscuridad a 4°C (temperatura recomendada), 8°C
(temperatura préxima a estanterias comerciales y refrigeradores domésticos) y
15°C (temperatura abusiva) durante 21 dias. Los muestreos se realizaron los dias 0,
7, 14 y 21, y se muestrearon 3 unidades experimentales por cada condiciéon de
temperatura. Se realiz6 el seguimiento de los siguientes atributos de calidad:
composicion gaseosa del espacio cabeza, pérdida de masa, color, textura, tasa
respiratoria, atributos sensoriales, capacidad antioxidante y contenido de
glucosinolatos y compuestos fenoélicos. En la Figura 6. 1 se muestra un esquema del

disefo experimental descrito.

Floretes de brécoli envasados
en PP perforado

\

Y

A h 4 A
Temperatura de 4°C 8°C 15°C
almacenamiento
Factores
Yy A,

.
evaluados /
A v R

v

Tiempo de

Al danaatants [ 21 dias (puntos de muestreo 0, 7, 14 y 21) ]

Figura 6. 1. Disefio experimental para evaluar el efecto de la temperatura de
almacenamiento en la calidad externa y compuestos bioactivos de floretes de
brécoli (cv. Legacy) envasados en atmésfera modificada pasiva, empleando
polipropileno perforado como material de envasado.
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6.1.2. Resultados y discusion

6.1.2.1. Composicion gaseosa del espacio cabeza

Todas las muestras presentaron disminucién en los niveles de Oz y aumento en los
niveles de CO2 con el tiempo (p < 0,0001) (Figura 6. 2). El cambio en la composicidn
gaseosa se dio rapidamente, obteniéndose concentraciones de Oz inferiores a 5 kPa
y de CO2 superiores a 10 kPa en los primeros 7 dias de almacenamiento,
independientemente de la condicién de temperatura. La temperatura tuvo un efecto
significativo en la evolucion de la composicién gaseosa durante el almacenamiento
(p < 0,0001). Floretes de brécoli almacenados a 4°C presentaron las mayores
concentraciones de 02 (8,0 + 1,5 kPa al dia 21) seguidos por los floretes almacenados
a 8°C (1,2 £ 0,5 kPa al dia 21) y 15°C (0,6 = 1,0 kPa al dia 21). De forma analoga,
floretes almacenados a 4°C presentaron los menores niveles de CO2 (12,3 + 1,8 kPa
al dia 21), seguidos por los floretes almacenados a 8°C (15,8 + 0,6 kPa al dia 21) y a
15°C (18,9 = 1,0 kPa al dia 21). Las diferencias en la evolucién gaseosa entre las
distintas condiciones se atribuyen principalmente a la incidencia de la temperatura
en la tasa respiratoria. El aumento de temperatura provoca un incremento en el
consumo de 02 y generacién de CO2 por parte del tejido vegetal haciendo que se
modifiquen las concentraciones de equilibrio alcanzadas dentro de los envases
(Fonsecaetal., 2002; Opara et al., 2019a). Si bien en la literatura las concentraciones
de 02y COz2 recomendadas para la conservacion de brécoli son de 1-2 kPay 5-10 kPa
respectivamente, el disefio del MAP se debe realizar para alcanzar concentraciones
en el entorno del 10 kPa para Oz y CO2 de forma de evitar condiciones de
anaerobiosis en caso de fluctuaciones de temperatura (Ilahy et al., 2020; Jones et al,,
2006; Lucera et al.,, 2011). Se ha informado que las condiciones que inducen el
metabolismo fermentativo son por debajo de 0,5 kPa para Oz y por encima de 20 kPa
para CO2 (Beaudry, 2000). En el presente estudio no se alcanzaron estos niveles,
pero floretes almacenados a 15°C presentaron concentraciones proximas a estos
valores. Teniendo en cuenta los valores recomendados, floretes de brdcoli
envasados en PP perforado deben mantenerse a temperaturas préximas a los 4°C
para alcanzar una composicién atmosférica de equilibrio en el entorno de 10 kPa de
02 y CO2 que asegure condiciones seguras de conservaciéon. Conservaciéon a

temperaturas mayores podrian inducir rapidamente cambios atmosféricos con
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agotamiento de Oz y acumulacién excesiva de CO2z aumentando el riesgo de

anaerobiosis con las consecuentes pérdidas de calidad y seguridad.

|
20 - 20 -
15 15 -
© ©
c) c)
S 10 - S 10 -
S
5 5
0 O \’ T T T
0 7 14 21 0 7 14 21
Storage time (d) Storage time (d)

Figura 6. 2. Evolucion de la composicién gaseosa del espacio de cabeza de floretes
de brécoli MAP en polipropileno perforado, durante el almacenamiento a 4, 8y 15°C:
A - concentracion de O2. B - concentraciéon de COz. Las barras verticales representan
la desviacion estandar (n = 3) y letras diferentes indican diferencias significativas
entre temperaturas de almacenamiento dentro del mismo periodo de tiempo segin
el test de Tukey (p < 0,05).

6.1.2.2. Pérdida de masa (ML)

Los floretes de brdcoli presentaron una pérdida de masa (ML) significativa a lo largo
del tiempo a todas las temperaturas (p < 0,05) (Figura 6. 3). Sin embargo, al final
del almacenamiento la ML fue inferior al 3% en todas las condiciones, que es un
valor aceptable para la comercializacion de este producto (Vallejo et al., 2003b).
Segun la bibliografia, el valor de ML maxima para evitar sintomas de
marchitamiento y senescencia en floretes de brocoli es del 6% (Horticulture
Innovation Australia). Estudios preliminares con floretes de brocoli sin envasar
mostraron una ML del 13% después de 14 dias de almacenamiento a 6-8°C (datos
no mostrados), indicando que la deshidratacion es uno de los factores limitantes de
su vida util si no se aplican tecnologias adecuadas de conservacion. E1l MAP con PP
perforado mostré ser una soluciéon para evitar el detrimento causado por la
deshidratacion, tanto a bajas (4°C) como a altas (15°C) temperaturas. El MAP incide
en los fendmenos involucrados en la transpiracién permitiendo reducir la pérdida
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de agua del tejido vegetal a través de dos mecanismos principales: ralentiza la
respiracion y por lo tanto disminuye el transporte de agua hacia la superficie del
tejido y su posterior evaporacién; y aumenta la humedad relativa (RH) dentro del
envase (disminuye la diferencia de presion de vapor entre el vegetal y el ambiente)
y por lo tanto se reduce la transferencia convectiva de agua hacia la atmoésfera

(Castellanos et al., 2016; Fonseca et al.,, 2002; Opara et al., 2019a).

Los registros de RH mostraron que, a las 8 horas después de envasado, la atmdsfera
dentro de los envases se encontraba saturada de vapor de agua (RH = 100%) en
todas las condiciones de almacenamiento. Esto explica que la ML durante el

almacenamiento haya sido relativamente baja.

La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo en la evolucién de la
ML (p < 0,001). Floretes de brécoli almacenados a 4 y 8°C no mostraron diferencias
significativas en el valor de ML, y presentaron un incremento paulatino a lo largo del
tiempo sin cambios significativos entre los ultimos puntos de muestreo. Por otro
lado, floretes almacenados a 15°C presentaron una ML creciente durante todo el
periodo de almacenamiento, y valores significativamente mayores respecto a los
floretes almacenados a temperaturas mas bajas (p < 0,001). Estos resultados
coinciden con el hecho de que mayores temperaturas de almacenamiento
incrementan tanto la tasa respiratoria como la tasa de transpiracion (Serrano et al.,
2006). Otros trabajos donde se evaluaron los efectos de la calidad del brocoli bajo
condiciones de MAP en PP y PE mostraron resultados semejantes. Por ejemplo, Jia
et al. (2009) obtuvieron pérdidas de masa inferiores al 4% para floretes
almacenados a 4°C durante 23 dias. Fernandez-Le6n et al. (2013) obtuvieron

pérdidas de masa del 0,75% en floretes MAP almacenados por 12 dias a 5°C.
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Figura 6. 3. Evolucion de la pérdida de masa de floretes de brécoli MAP, en
polipropileno perforado, durante el almacenamiento a 4, 8 y 15°C. Las barras
verticales representan la deviacién estandar (n = 3) y letras diferentes indican
diferencias significativas entre temperaturas de almacenamiento dentro del mismo
periodo de tiempo segun el test de Tukey (p < 0,05).

6.1.2.3. Color

Ni el tiempo de almacenamiento ni la temperatura tuvieron un impacto significativo
en los parametros colorimétricos de floretes de brécoli MAP en PP perforado (p >
0,05). L*(41,5 = 1,1), C*a (183 £ 1,9) y ha (115,5 * 1,2) (pardmetros que
representan la luminosidad, saturaciéon y el tono del color respectivamente)
permanecieron constantes a lo largo del almacenamiento, sin diferencias
significativas respecto a las muestras recién cosechadas (dia 0). En ensayos
preliminares a temperatura de almacenamiento de 4°C, floretes de brocoli sin
envasar presentaron un incremento significativo de L* (de 44,4 + 0,4a57,2+0,3) y
C*ab (de 16,9 £ 0,7 2 32,5 + 0,7), y un descenso significativo de hap (de 117,7 + 0,6 a
87,6 = 1,0), evoluciones que se corresponden a un marcado amarilleo del producto.
El fenémeno de amarilleo, provocado por la degradacion de clorofilas, es uno de los
mas importantes y con mayor impacto en la calidad del brdcoli. Se ha reportado que
la degradacion de clorofilas estd directamente relacionada con los procesos de
senescencia y con el metabolismo energético (Y. Zhang et al., 2021). Esto explica que
floretes bajo condiciones de MAP conserven su color caracteristico. Las reacciones

de degradacion de clorofila estan catalizadas por enzimas cuya actividad depende
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de las concentraciones de Oz y COz. Se ha reportado que concentraciones bajas de O2
(~ 5%) y altas de CO2 (15-20%) reducen la actividad de estas enzimas (Y. Zhang et
al., 2021). Ademas, se ha reportado que bajas concentraciones de Oz (5%) previenen
el deterioro de las membranas celulares y esto tiene un efecto en la conservacién de
clorofilas que se encuentran unidas a proteinas de las membranas tilacoidales (Y.
Zhang et al, 2021). Esto explica la inhibicién de la pérdida de color en las
condiciones de este estudio. Otros autores han reportado efecto inhibitorio de la
pérdida de color en brocoli MAP, pero generalmente en condiciones de refrigeraciéon
(entre 1y 5°C) (Jia et al., 2009; Serrano et al., 2006; Fernandez-Leon et al., 2013).
Trabajos que han evaluado el efecto de la temperatura sobre el color, han observado
que la temperatura es el factor de mayor impacto y que mayores temperaturas
aceleran la pérdida de color (Schouten, Zhang, Verschoor, et al., 2009). En este
estudio, se identificaron rangos de concentraciones de Oz y CO2 que permitieron
inhibir la pérdida de color en floretes de brdcoli almacenados a altas temperaturas
(8 y 15°C). Se demuestra que el MAP resulta clave para conservar este importante

parametro de calidad a temperaturas de almacenamiento elevadas.

6.1.2.4. Textura

La dureza del tallo aument6 significativamente en la primera semana de
almacenamiento en todas las muestras, independientemente de la temperatura de
almacenamiento (p < 0,05) (Tabla 6. 1). Los floretes de brocoli almacenados a 4 y
8°C mantuvieron los valores de dureza alcanzados al dia 7 hasta el final del periodo
de almacenamiento, sin diferencias significativas ente ellos. Por otro lado, los
floretes almacenados a 15°C presentaron una disminucion significativa de la dureza
a partir dia 7 (p < 0,05). El dia 21 no se realizaron mediciones porque los floretes

estaban muy deteriorados.

El aumento de la dureza podria estar vinculado a la pérdida de masa, ya que la
pérdida de agua a nivel celular podria resultar en un aumento de la fuerza necesaria
para romper el tallo del brocoli (Toivonen & Brummell, 2008a). Por ejemplo,
Serrano et al. (2006) observaron un aumento en la dureza de cabezas de brocoli

(como fuerza de corte) durante el almacenamiento refrigerado, donde los brdcolis
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que habian presentado la mayor pérdida de peso también presentaron el mayor
incremento de dureza. Si del set de datos se elimina el valor de dureza del dia 14 de
brécolis almacenados a 15°C y se aplica un andlisis de correlacion, se obtiene un
coeficiente de correlacion de Pearson de 0,867 (p = 0,005), indicando que existe
correlacion (moderada) entre la pérdida de masa y la dureza. Sin embargo, cuando
se analiza el set de datos completo no se obtiene correlacion entre dichas variables
(r=0,014). Se concluye que, mientras no se alcanzan niveles de deterioro avanzados,
existe correlacion entre la pérdida de masa y la dureza de floretes de brocoli. En
estados senescencia avanzados existen otras variables que impactan en la dureza.
La disminucién en la dureza en floretes almacenados a 15°C (observada a partir del
dia 7) probablemente esté vinculada con procesos de degradacion del tejido
producto del envejecimiento y senescencia que se dan con mayor rapidez a
temperaturas altas. También puede deberse a la mayor condensacién de agua
dentro del envase, que genera condiciones propicias para el crecimiento microbiano

y que impacta en el ablandamiento del tejido.

Tabla 6. 1. Cambio en la firmeza del tallo (% respecto al dia 0) de floretes de brocoli
MAP, en polipropileno perforado, durante el almacenamiento a 4, 8 y 15°C. Los
resultados estan expresados como el promedio * la deviacién estandar (n = 3).
Letras minudsculas diferentes indican diferencias significativas dentro de la misma
columna (dias) y letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas
dentro de la misma fila (temperaturas) segun el test de Tukey (p < 0,05).

Tiempo de
almacenamiento 4°C 8°C 15°C
(dias)
7 82+21 a,A 12,2+x04 aA 11,2+39 aA
14 11,4+16 aA 11,3+1,7 aA 3,004 b,B
21 139+33 aA 11,2+19 aA nd

nd: no determinado

6.1.2.5. Tasa respiratoria

La tasa respiratoria (RROz) de floretes almacenados a 4°C permanecid sin cambios
significativos a lo largo del tiempo (Figura 6. 4). En floretes almacenados a 8°C, se
observo un incremento significativo de la RRO2 a partir del dia 14, que permanecio

constante hasta el final del periodo. La RRO2 de floretes almacenados a 8°C tendi6 a
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presentar valores superiores respecto a la RROz de floretes almacenados a 4°C, con
diferencias estadisticamente significativas el dia 21. Esto se puede explicar por el
efecto de la temperatura en la tasa respiratoria de productos hortofruticolas, que se
encuentra exhaustivamente estudiado y documentado (Fonseca et al, 2002;
Jacxsens et al., 2002). Sin embargo, en floretes almacenados a 15°C se observé una
disminuciéon continua de RRO: a lo largo del tiempo. A la hora de interpretar estos
resultados, es importante tener en cuenta las condiciones en las que se determiné la
RRO2. Como se explica en Materiales y métodos (4.5.), la RRO2 se mide a través del
meétodo de sistema cerrado, una vez abiertos los envases y aclimatados los floretes
a 18°C y composicién atmosférica. Es decir que la RROz no se determina en las
condiciones de almacenamiento. Esta medida se considera como una estimacion del
estado metabdlico del tejido. Por lo tanto, la disminucién continua en el tiempo de
la RRO:2 de floretes almacenados a 15°C, y que ésta sea significativamente menor
comparada con las tasas de floretes almacenados a 4 y 8°C, podria indicar que el
vegetal se encuentra en un proceso de senescencia avanzado (hay menor
disponibilidad de nutrientes y los procesos metabdlicos se enlentecen). Por lo tanto,
los resultados sugieren que la RRO2 se vio afectada predominantemente por la
temperatura. Estas observaciones coinciden con otros trabajos donde se ha
demostrado que la temperatura es el parametro critico que influye en la tasa de
respiracion de este tipo de productos (Belay et al., 2016; Fonseca et al., 2002;
Jacxsens et al., 2002).
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Figura 6. 4. Tasa respiratoria medida en 02 (mLO2z kg1 h-1) de floretes de brocoli
MAP, en polipropileno perforado, durante el almacenamiento a 4, 8 y 15°C. Los
resultados estan expresados como el promedio y las barras verticales representan
la desviacién estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas
entre condiciones de temperatura segun el test de Tukey (p < 0,05). “*” indican
diferencias significativas entre floretes almacenados y floretes recién cosechados
(dia 0) (Test de Dunnett, o = 0.05).

6.1.2.6. Contenido de glucosinolatos (GSL)

En las muestras de brécoli se identificaron siete GSL diferentes. Dos GSL alifaticos:
glucoiberina (GIB) y glucorafanina (GRA), cuatro indélicos: 4-hidroxiglucobracisina
(HGB), glucobrasicina (GB), 4-metoxiglucobrasicina (MGB) y neoglucobrasicina
(NGB), y uno aromatico: gluconasturtina (GST). GIB y GST fueron detectados en
concentraciones traza. La informaciéon del espectro de masas de los GSL
identificados se resume en la Tabla 6. 2 y en la Figura 6. 5 se muestra un

cromatograma tipo de estas muestras de brécoli.
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Tabla 6. 2. Glucosinolatos intactos detectados en floretes de brécoli
(Brassica oleracea var. italica cv. Legacy) recién cosechados y
almacenados en MAP, en polipropileno perforado, durante 21 dias a 4, 8

y 15°C.
MS2
% _ .
Compuesto Abreviatura Clase Rt. [M-H] and
(min) (m/z) MS3
Glucoiberina (tr)** GIB alifatico 3,6 422
Glucorafanina GRA alifatico 4,4 436
4-hidroxiglucobrasicina HGB inddlico 9,3 463 259
Glucobrasicina GB indolico 17,2 447 y 97
Gluconasturtina (tr)** GST inddlico 18,9 422
4-Metoxiglucobrasicina MGB ind6lico 20,1 477
Neoglucobrasicina NGB inddlico 23,1 477
*Rt: tiempo de retencién
**compuestos encontrados en concentraciones traza
g GB NGB
3 ]
: MGB
. GRA
4-HGB GST
L am ﬂ S o | G U | N |
2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 Time (min)

Figura 6. 5. Cromatograma a 227 nm de muestras de brocoli (Brassica oleracea
var. italica cv. Legacy) recién cosechado.

Los siete compuestos se identificaron en todas las muestras, por lo que no existieron
pérdidas totales de los GSL individuales a lo largo de 21 dias almacenamiento en

ninguna condicion.

En cuanto al perfil de GSL, el compuesto predominante fue GB con un 52,6% del
total, seguido por NGB y GRA con el 27,4% y 9,8% respectivamente. A diferencia de
otros estudios, la GRA no fue el GSL predominante en el cultivar Legacy (Cieslik et

al,, 2007; Jia et al,, 2009; Jones et al., 2006; Oliviero et al., 2012; Song & Thornalley,
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2007; G. Yuan et al.,, 2010). El perfil identificado en este trabajo coincide con el perfil
reportado por Casajus et al. (2021) quienes también trabajaron con brécolis del
cultivar Legacy. Sin embargo, Darré et al. (2017) también determinaron el perfil de
GSL en brocolis de esta cultivar y, aunque el contenido de GSL totales fue similar,
encontraron un mayor contenido de GSL alifaticos que de inddlicos. Estos resultados
dejan de manifiesto que existen variaciones respecto a la cantidad total de GSL y sus
componentes individuales en el brocoli. Las diferencias genéticas entre cultivares
juegan un papel fundamental con respecto a las caracteristicas cualitativas y
cuantitativas de los GSL. Ademas, factores agron6micos, el momento de cosecha y
factores ambientales pueden afectar y cambiar el perfil de GSL dentro de un mismo

cultivar (Jones et al., 2006; Pérez-Balibrea et al.,, 2011).

El contenido total de GSL en los floretes no se vio afectado significativamente
durante los 21 dias de almacenamiento a 4 y 8°C, presentando valores semejantes a
las muestras del dia 0. A pesar de que estas muestras estuvieron en distintas
condiciones de temperatura y atmésfera interna, el contenido de GSL no fue
significativamente diferente entre ellas (a excepcidn del dia 14) (Figura 6. 6 - a).
Este es un hallazgo que destacar, dado que se identifica un rango de temperaturas
(4-8°C) y concentraciones internas de O2y CO2 (1,2 - 9,1 kPade 02y 11,1 - 16,8 kPa
de CO2) mas amplio que los reportados hasta el momento para preservar el
contenido de GSL en brocoli, y durante un periodo relativamente extenso de

conservacion (21 dias).

Floretes almacenados a 15°C, a pesar de presentar una fuerte modificacién de su
atmosfera interior respecto al aire (~1% de Oz y ~20% COz), presentaron una
reduccion del 26,6% en el contenido de GSL totales al dia 14 (Figura 6. 6 - a). Este
resultado podria indicar que el efecto de la temperatura de almacenamiento
predomina frente al efecto de la atmo6sfera modificada. Dado que la pérdida de GSL
durante la postcosecha esta relacionada principalmente a la hidrélisis catalizada por
la mirosinasa, la perdida de GSL a altas temperaturas se explica por el mayor dafio a
nivel celular y consecuente contacto enzima-sustrato (Latté et al,, 2011). Al mismo
tiempo, los mecanismos de hidrdlisis se ven acelerados a mayores temperaturas.
Otros autores también han observado efectos significativos de las temperaturas de

almacenamiento sobre el contenido de GSL. Por ejemplo, Jia et al. (2009) observaron
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una disminucién de GSL mas pronunciada en floretes MAP almacenados a 20 °C que

a4°C.
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Figura 6. 6. Evolucidn de: (a) contenido total de glucosinolatos, (b) glucorafanina
(GRA), (c) glucobracisina (GB), (d) 4-hidroxiglucobracisina (HGB), (e)
neoglucobrasicina (NGB) y (f) 4-metoxiglucobrasicina (MGB) a lo largo del tiempo,
en floretes de brdcoli almacenados en MAP en polipropileno perforado, a 4, 8 y 15
°C. Las barras verticales representan la desviacion estdndar (n = 3) y letras
diferentes indican diferencias significativas entre temperaturas de almacenamiento
(dentro de un mismo dia) segtn el Test de Tukey (p < 0.05).
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En general, los estudios de almacenamiento de floretes de brécoli reportan una
disminucién del contenido de GSL con el tiempo. Esta disminucién es menor en
floretes MAP que en floretes almacenados al aire (Jia et al., 2009; Vallejo et al., 2003).
Por ejemplo, Jia et al. (2009) observaron pérdidas significativas de GSL alifaticos e
indolicos (26% y 15% respectivamente) en floretes almacenados bajo MAP pasiva
durante 23 dias a 4°C (cv. Youxiu). Fernandez-Leo6n et al. (2013) observaron que los
GSL totales se redujeron en un 24% en floretes MAP activa y almacenados a 5°C
durante 12 dias (cv. Parthenon). Vallejo et al. (2003) reportaron una pérdida de GSL
del 71% en cabezas de brocoli MAP almacenadas 7 dias a 1°C (cv. Marathon). Por
otro lado, existen algunos reportes donde el contenido de GSL en floretes de brécoli
se mantiene constante durante el almacenamiento entre 4 y 8°C, pero durante
periodos de entre 7 y 10 dias, y en condiciones de Oz y de CO2z drasticas (1% y 21%,
respectivamente) que no son comercialmente viables (Jones et al., 2006; Schreiner
etal,, 2007). En este estudio se encontraron condiciones que permitieron preservar
el contenido de GSL en floretes de brocoli durante 21 dias, en atmdsferas menos
riesgosas en cuanto al desarrollo de anaerobiosis y preservacion de la seguridad y

calidad.

Si bien la temperatura es el factor predominante en la conservacién en general, la
atmosfera modificada mostré tener un rol relevante en la conservacion de GSL. Que
no se haya observado efecto de la temperatura entre 4 y 8°C, se atribuye a la mayor
modificacion de la atmésfera interna en los floretes almacenados a 8°C, que permitio
mitigar los efectos de la temperatura. Aqui cabe mencionar que, en ensayos
preliminares a temperaturas de almacenamiento entre 4 y 15°C (datos no
informados), se observd que floretes de brocoli (cv. Legacy) sin envasar presentaron

pérdidas de GSL totales de entre 24 y 48% en 14 dias.

La conservacién de GSL por efecto de las concentraciones de Oz y CO2 se atribuye a
varios fendmenos. Por un lado, condiciones empobrecidas de Oz y ricas en CO2
enlentecen los procesos metabdlicos y permiten preservar en mayor medida la
integridad de los tejidos. La preservacidon de tejidos permite conservar el contenido
de GSL al mantener en compartimentos diferentes enzima y sustrato evitando la
hidrolisis de estos compuestos. Por otra parte, concentraciones de CO2 superiores a

10% (como las alcanzadas en este estudio) han mostrado mejorar la conservaciéon
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de GSL debido a un posible efecto inhibidor de la actividad mirosinasa y por lo tanto
una disminucién de la hidrélisis de GSL (Jia et al., 2009; Xu et al., 2006, Dunford y
Temelli, 1996). Por otra parte, existen estudios que reportan que el cambio de
composicion gaseosa genera estrés en el tejido vegetal induciendo mecanismos de
biosintesis de GSL (Ferndndez-Leén et al., 2013). La biosintesis de novo podria
compensar las pérdidas por hidrdlisis logrando mantener constante el nivel de estos

compuestos, como se observa en este estudio para floretes almacenados a 4 y 8°C.

La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo (p < 0,05) en la
evolucion de los GSL individuales. Floretes almacenados a 4°C preservaron en
mayor medida el contenido de estos compuestos respecto a los floretes

almacenados a 15°C.

El contenido de GRA se mantuvo constante durante 14 dias de almacenamiento a
4°C. A8y 15°C se observo un descenso al dia 7, y posterior incremento al dia 14. No
existieron diferencias significativas luego de 14 dias de almacenamiento entre las
distintas condiciones (Figura 6. 6 - b). Esto podria indicar que la mayor
modificacion de la atmosfera en las condiciones de 8 y 15°C podrian desencadenar
mecanismos de biosintesis. En la tiltima semana, el contenido de GRA disminuyé un
58% en promedio, sin diferencias significativas entre temperaturas. Autores que
trabajaron con floretes de brocoli bajo condiciones de MAP (1-10% de 02, 5-14% de
CO2 y temperaturas de almacenamiento de 4-5°C) encontraron resultados similares
(Ferndndez-Le6n et al, 2013b; Jia et al, 2009): al inicio la GRA se mantiene
constante, pero al final de un almacenamiento prolongado se produce una pérdida
significativa. La pérdida hacia el final del periodo se podria explicar por un deterioro

del tejido.

El contenido de GB disminuyé en los floretes almacenados a 8 y 15°C en un 32% en
promedio (14 dias), mientras que los floretes almacenados a 4°C conservaron este
compuesto durante todo el periodo (Figura 6. 6 - c). El contenido de HGB descendié
a lo largo del almacenamiento en todas las condiciones, pero de forma mas
pronunciada en floretes a 15°C (Figura 6. 6 - d). La evolucion de HGB fue semejante
entre floretes almacenados a 4 y 8°C, aunque al final del almacenamiento floretes
almacenados a 4°C presentaron un contenido significativamente mayor. La

reduccion de NGB fue significativa en floretes almacenados a 15°C (52% en
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promedio) (Figura 6. 6 - e). En floretes a 4 y 8°C se observé una reducciéon durante
los primeros 7 y 14 dias respectivamente, y posterior aumento alcanzando los
niveles de NGB iniciales (dia 0). Se observé un aumento en el contenido de MGB en
todas las muestras. El incremento fue superior en floretes almacenados a 4°C
(Figura 6. 6 - f). El aumento de MGB con el tiempo ha sido reportado en algunos
otros trabajos, pero aiin no se conocen con certeza los mecanismos implicados bajo
este comportamiento (Rybarczyk-Plonska et al., 2016; Torres-Contreras et al,,
2017). El incremento de GSL en brocoli se ha relacionado con la respuesta al estrés
debido a dafos fisicos como cortes, o a cambios en las condiciones ambientales
como reduccion de Oz e incremento de CO2. En general, el incremento se ha
observado principalmente en los GSL indodlicos, que suelen presentar mayor
porcentaje de retencidn respecto a los GSL alifaticos durante el almacenamiento.
Esto se verificd en este trabajo, donde las pérdidas de GRA fueron superiores (51-
64%) a las pérdidas de los GSL indo6licos (12-13%). Respecto a esto, existen algunas
hipétesis que indican que el estrés abidtico puede influir en la expresion de ciertos
genes relacionados con la biosintesis de glucosinolatos indolicos (Torres-Contreras
et al, 2017). En los dltimos afios, se han explicado algunos mecanismos asociados a
este comportamiento. Por ejemplo, la acumulacion de GSL inducida por heridas
podria estar asociada con la regulacidon positiva del gen BoCYP83B1, que esta
involucrado en la biosintesis de glucosinolatos indolicos y aromaticos. Este gen es
inducido por vias de transduccion de sefiales desencadenadas por heridas, donde el
acido jasmonico funciona como molécula de sefalizacion. Ademas, las heridas
también podrian inducir factores de transcripcién relacionados con la biosintesis de

glucosinolatos inddlicos (Torres-Contreras et al., 2017).

6.1.2.7. Capacidad antioxidante (AOC)

La AOC de los floretes de brdcoli se muestra en la Tabla 6. 3. Las diferencias entre
los valores de AOC determinados por los métodos ABTS y ORAC se deben a los
diferentes mecanismos de accidn de cada uno de los métodos. Los valores de AOC
obtenidos fueron comparables a otros valores reportados para brocoli (Fernandez-

Leon et al. 2013a; Ferndndez-Ledn et al., 2013b; Floegel et al., 2011).
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Tabla 6. 3. Evoluciéon de la capacidad antioxidante (umol g-1) medida por los
métodos ABTS y ORAC y del contenido de acidos hidroxicindmicos (HCA) (umol g-1)
en floretes de bréocoli MAP, en polipropileno perforado, durante el almacenamiento
a 4,8y 15°C. Los datos se expresan como la media + la desviacién estandar (n = 3).
Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas segun
el test de Tukey (p < 0,05).

Temperatura Tiempo ABTS ORAC HCA
(¢C) (dias) (nmol g1) (nmol g) (nmol g1)
0 21,9+£21 a 772+46 a 108003 b
4 7 24,1+21 a 1056+21 b nd
14 284+32 a 840+54 a 1,30+0,05 a
21 26,134 a 76,761 a 093x0,03 c
0 219+21 a 77,246 a 108+0,03 b
3 7 31,214 b 93,1+7,0 ab nd
14 304+25 b 1039+13 b 092+0,09 c
21 30010 b 101989 b 085%0,02 c
0 21,9+21 a 77,246 a 108+0,03 b
15 7 245+0,7 ab 904zx71 b nd
14 283+1,7 b 1096+75 b 062+005 d

nd: no determinado

Con el método de ABTS, se observo un aumento significativo en AOC en la primera
semana de almacenamiento para floretes almacenados a 8 y 15°C. Luego, la AOC
permanecié constante hasta el final del estudio. Los floretes almacenados a 4 °C

mantuvieron el mismo valor de AOC durante todo el periodo de almacenamiento.

Con el método de ORAC se obtuvieron resultados similares. Si bien los floretes
almacenados a 4°C presentaron un aumento de la AOC durante la primera semana
de almacenamiento, la AOC disminuy6 durante los dias siguientes alcanzando el
valor inicial. Para floretes almacenados a 8 y 15°C se observé la misma evolucidn,
un incremento en la primera semana que se mantuvo hasta el final del periodo. Los
floretes almacenados a 4°C presentaron un valor de AOC significativamente menor
que floretes almacenados a 8 y 15°C durante todo el periodo de estudio (p < 0,05).
El incremento en la AOC a mayores temperaturas puede atribuirse al estrés
generado por la exposicion a altas temperaturas y cambios drasticos en la
composicion de la atmosfera interna. Estos factores pueden inducir la sintesis de
metabolitos con propiedades antioxidantes. Se ha reportado que la aplicacion de
estrés abidtico postcosecha puede inducir la acumulacién de compuestos bioactivos

en los tejidos vegetales (Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012). En el caso
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especifico del brocoli, se ha observado que la exposicion al estrés podria inducir la
activacion de vias de biosintesis de compuestos fendlicos (Torres-Contreras et al.,
2017; Villarreal-Garcia et al., 2016). Por ejemplo, se han reportado incrementos en
el contenido de fenoles totales en brocolis MAP almacenados entre 20 y 22°C
respecto a brocolis recién cosechados (Costa et al., 2006; Hasperué et al., 2015;
Starzynska et al., 2003; Villarreal-Garcia et al.,, 2016). La senescencia se asocia a una
mayor produccidn de especies reactivas de oxigeno, y esto podria inducir la sintesis
de compuestos antioxidantes como respuesta del tejido para retrasar el

envejecimiento (Hasperué et al., 2015).

En la literatura se encuentran resultados contradictorios con respecto a la evolucién
de la AOC a lo largo del almacenamiento para diferentes cultivares de brécoli. Para
el cultivar Legacy se han reportado incrementos de la AOC con el tiempo, al igual
que se observé en este estudio (Hasperué et al., 2016). En el cultivar Parthenon, se
han reportado disminuciones significativas de este pardmetro durante el
almacenamiento tanto bajo atmoésfera controlada como modificada (Fernandez-
Leon et al, 2013a; Fernandez-Leo6n et al,, 2013b). Estudios realizados en cabezas de
bréocoli cv. Marathon MAP, mostraron que la AOC se conserva durante 28 dias
(Serrano et al., 2006). Las diferencias genéticas entre cultivares parecen ser un
factor determinante en la evolucion del AOC en el brdcoli durante el
almacenamiento refrigerado. Ademas, se han observado variaciones de la respuesta
al estrés causado por las condiciones de almacenamiento entre distintos cultivares
(Villarreal-Garcia et al., 2016). Los resultados encontrados en la literatura sobre la
evolucion del AOC durante el almacenamiento del brocoli muestran la necesidad de
generar mayor conocimiento para poder seleccionar los cultivares y las condiciones
de almacenamiento adecuados para mantener sus propiedades bioactivas durante
la comercializacion. En este estudio se determinaron condiciones de
almacenamiento que permitieron conservar, e incluso incrementar, la AOC de
floretes de brécoli (Brassica oleracea var. italica cv. Legacy) durante un periodo

adecuado de comercializacion.
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6.1.2.8. Acidos hidroxicindmicos (HCA)

En todas las muestras se identificaron: acido sinapico (y derivados) y acido
clorogénico (y derivados), siendo los predominantes los del tipo sinapico (72% del
total). Estos compuestos fueron afectados significativamente por la temperatura y
tiempo de almacenamiento (p < 0,001) (Tabla 6. 3). Floretes almacenados a 4°C
presentaron un incremento al dia 14 (de 21%) y posterior descenso hacia el final
del almacenamiento, siendo el porcentaje de pérdida total 14% (21 dias). Floretes
almacenados a 8 y 15°C presentaron un descenso significativo a lo largo del
almacenamiento, con pérdidas totales de 21% (en 21 dias) y 42% (en 14 dias)
respectivamente. Por lo tanto, el contenido de HAC estuvo afectado
significativamente por la temperatura, donde mayores temperaturas de

almacenamiento provocaron mayores pérdidas de estos compuestos.

Se hubiera esperado que existiera correlaciéon entre la capacidad antioxidante y el
contenido de HCA, pero no fue asi. Por lo que podria inferirse que son otros
compuestos, y no los HCA, los que contribuyen principalmente a la capacidad

antioxidante de floretes de brocoli.

6.1.2.9. Evaluacion sensorial

No se encontraron diferencias significativas en el color entre floretes almacenados
a diferentes temperaturas (p = 0,08) (Figura 6. 7 - a). La tendencia fue levemente
decreciente con el tiempo (pérdida de color verde), pero sin diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,45). Estos resultados coinciden con las

medidas de color instrumental.

La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo en el aroma
caracteristico y la apariencia externa de los floretes de brécoli (Figura 6.7 -by c).
Floretes almacenados a 15°C presentaron un descenso pronunciado tanto del aroma
caracteristico como de la apariencia externa. Alos 7 dias presentaron puntajes aptos
(por encima de los 3 puntos que fueron definidos como limite de comercializacion),
pero alos 14 dias presentaron el minimo puntaje asociado a una calidad inadmisible
para la comercializacidon y consumo. Aunque estos floretes estuvieron expuestos a

niveles recomendados de Oz, la baja concentracion de este gas combinada con la alta

104



CAPITULO 6.

temperatura de almacenamiento provoco el desarrollo de malos olores vinculados
al metabolismo fermentativo (Jones et al., 2006). Brocolis almacenados a 4 y 8°C
conservaron estos atributos de calidad a lo largo del periodo evaluado, sin
diferencias significativas entre ellos. Por lo tanto, se pudo identificar un rango de
temperaturas (4-8°C) y atmésferas internas (1,2 - 9,1 kPa de Oz y 11,1- 16,8 CO2)
que permitieron preservar la calidad sensorial de floretes de brécoli durante 21
dias, periodo adecuado para la correcta comercializacion de este producto evitando

pérdidas durante la cadena de suministro.
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Figura 6. 7. Evolucion de atributos sensoriales (puntaje de 1 a 5) de floretes de
brocoli MAP en polipropileno perforado, durante el almacenamiento a 4, 8 y 15°C:
(a) Color, (b) Olor (c) apariencia externa. Las barras verticales representan la
desviacidn estandar (n = 3) y letras diferentes indican diferencias significativas
entre temperaturas de almacenamiento (dentro del mismo dia) segun el test de
Tukey (p < 0,05).

106



CAPITULO 6.

6.1.2.10. Andlisis de componentes principales (PCA)

No se han encontrado reportes de la relacion que existe entre los distintos
parametros de calidad del brocoli o floretes de brdcoli, y tampoco sobre si existe
correlacion entre la calidad exterior y el contenido de compuestos bioactivos. Para
generar informacion al respecto, se realizé un PCA (basado en la matriz de
correlacion) para obtener una representacion grafica y sencilla del conjunto de

variables estudiadas y analizar su correlacidn.

Se obtuvo que los componentes principales 1y 2 (PC1 y PC2) del PCA explicaron el
73,0 % de la variabilidad total de los datos (jError! No se encuentra el origen de 1
a referencia.). Las variables pérdida de masa, color, olor, apariencia externa y
contenido de HCA fueron bien representadas y correlacionadas con el PC1 (Tabla 6.
5 y Figura 6. 8 - A). Esto indica que existe correlaciéon entre dichas variables y que
evolucionaron de forma similar durante el almacenamiento. Dado que las variables
se asocian con el proceso de deterioro, tiene sentido que exista correlaciéon entre
ellas. El PC1 se correlacion6 positivamente con las variables que disminuyeron su
valor a lo largo del tiempo (color, olor, apariencia externa y HCA) y negativamente
con las variables que aumentaron su valor (pérdida de masa y capacidad
antioxidante por ORAC). La dureza y actividad antioxidante por ABTS fueron mejor
representadas por el PC2, por lo que no hubo correlacion de estas variables con la
pérdida de masa (ver 6.1.2.4. Textura), atributos sensoriales y contenido de HCA.
Para el contenido de GSL, el PC1 explicé un 30% de la variabilidad de los datos y el
PC3 un 42% (Tabla 6. 5). Analizando en los componentes 1y 3, el contenido de GLS
y HCA se correlacion6 moderadamente con los atributos sensoriales, por lo que
podria existir relacion entre la calidad organoléptica y el potencial bioactivo. Estas
variables se correlacionaron negativamente con la pérdida de masa y con la
capacidad antioxidante por ORAC. En la Figura 6. 8 - B (representacion de las
muestras de brécoli en los componentes principales 1 y 2) se puede observar que
muestras recién cosechadas se ubican hacia valores positivos del PC1 (mayores
valores de atributos sensoriales y contenido de compuestos bioactivos) y negativos
del PC2 (menores valores de dureza). A medida que aumenta el tiempo de
almacenamiento las muestras se ubican a lo largo del PC1 en orden descendente y

toman valores positivos en el PC2. En la representacion se puede observar el efecto
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de la temperatura sobre las caracteristicas de los floretes. Se distingue que muestras
almacenadas a 4°C se ubican hacia valores positivos del PC1, y que muestras
almacenadas a mayores temperaturas se ubican hacia valores negativos. Ademas, se
distinguen las muestras almacenadas durante 14 dias a 15°C que presentan

caracteristicas muy distintas al resto, indicando el marcado deterioro de las mismas.

Tabla 6. 4. Valores propios de cada componente, porcentaje de varianza explicada
por cada componente y varianza explicada acumulada.

Porcentaje de Porcentaje de

Componente Valor propio . varianza
varianza
acumulada
PC1 4,93 54,83 48,83
PC2 1,64 18,19 73,02
PC3 1,15 12,81 85,83

Tabla 6. 5. Coseno cuadrado de las variables en cada componente.

Variable PC1 PC2 PC3
ML 0,90 0 0,02
Dureza (Hardness) 0,01 0,85 0,01
Color 0,69 0 0,23
Olor (Odor) 0,91 0,06 0

Apariencia externa (Appearance) 0,87 0,03 0,07
GSL 0,30 0,11 0,42
HCA 0,64 0 0,15
ABTS 0,14 0,55 0,11
ORAC 0,48 0,03 0,14
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PCA graph of variables

>

Dim 2 (18.19%)

0.5

00| e e ———>

-0.5

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0
Dim 1 (54.83%)

PCA graph of individuals

© B :

) .
Da¥14_8°,b Day7_8°C
1

Dim 2 (18.19%)

- :
Day21_8°C Dai,r21 4°C

i ~ e
Dayl4_4°C

Day14715"c

At harvest
.

5.0 25 0.0 25
Dim 1 (54.83%)

Figura 6. 8. Representacion de los parametros de calidad (A) y de muestras de
floretes de brécoli MAP en polipropileno perforado, almacenadas por distintos
tiempos a distintas temperaturas (4°C  , 8°C y 15°C ) (B) en el primer y
segundo componente del analisis de componentes principales.

6.1.3. Conclusiones parciales

Se determinaron rangos de temperatura de almacenamiento (4-8°C) y
concentraciones de 02 (1,2 - 9,1 kPa) y COz2 (11,1 - 16,8 kPa) que permitieron
extender la vida util de floretes de brdocoli hasta al menos 21 dias, conservando su

calidad externa y sus principales compuestos bioactivos.

La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo en la mayoria de los
atributos de calidad de floretes de brocoli cv. Legacy envasados en atmosfera
modificada. En las condiciones de envasado estudiadas, la temperatura de
almacenamiento debe mantenerse proxima a 4°C para evitar riesgos de

anaerobiosis. Esta temperatura permitié6 preservar durante 21 dias la calidad
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sensorial, color, masa, contenido total de glucosinolatos y actividad antioxidante de
los floretes de brécoli. Floretes almacenados a 8°C mostraron una evolucion similar
del color, textura, contenido de glucosinolatos y atributos sensoriales. La capacidad
antioxidante incluso fue superior en floretes almacenados a 8°C que a 4°C. Se infiere
que la composicion atmosférica alcanzada durante el almacenamiento a 8°C mitigd
el efecto perjudicial de la temperatura sobre los parametros de calidad. El envasado
en polipropileno perforado y almacenamiento a 15°C provocé un detrimento
acelerado de la calidad de los floretes de brocoli (vida util inferior a 14 dias),
generando caracteristicas sensoriales indeseables y pérdidas significativas en el

contenido de glucosinolatos y acidos hidroxicinamicos.

El andlisis de componentes principales indicé que existe correlaciéon entre la
mayoria de los parametros de calidad evaluados. El contenido de compuestos
bioactivos present6 una correlacion moderada con los parametros de calidad

externa de los floretes de brocoli.
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6.2. Impacto del nivel de microperforacion del film y de la temperatura de
almacenamiento en el contenido de fitoquimicos y calidad externa de

floretes de bradcoli
6.2.1. Disefio experimental

Cabezas de brocoli (cv. Marathon) se obtuvieron y procesaron como se describe en
el Capitulo 4 (Materiales y Métodos, seccidn 4.1). Los floretes se dividieron al azar
en 3 grupos homogéneos, uno por cada film de envasado. Se evaluaron films de
BOPP (polipropileno biorientado), con dos lineas de micro perforaciones laser y tres
niveles de separacion entre perforaciones: 15 mm (CAD15), 30 mm (CAD30) y 45
mm (CAD45) (ver 5.1.2.1.). Se confeccionaron 40 bolsas de 26 x 20 cm de cada uno
de los films. Aproximadamente 150 * 9 g de floretes de broccoli (4-5 unidades) se
colocaron dentro de las bolsas y se termosellaron. Después del envasado, cada grupo

(CAD15, CAD30 Y CADA45) se subdividi6 en dos grupos:

e Almacenamiento a 2°C
e Almacenamiento a 2°C y posterior aumento a 7°C durante los dos dias
previos al muestreo

Las muestras se almacenaron durante 21 dias. Cada bolsa constituyé una unidad
experimental. Los muestreos se realizaron los dias 0, 7, 14 y 21, y se muestrearon 5
unidades experimentales por cada condicién. Durante el almacenamiento se
determiné: composicion gaseosa del espacio cabeza, pérdida de masa, color, textura
(compacidad del florete), apariencia externa, contenido de glucosinolatos y acidos
hidroxicinamicos. En la Figura 6. 9 se muestra un esquema del disefio experimental
descrito y la nomenclatura empleada para referirse a cada uno de los tratamientos

estudiados.
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Figura 6. 9. Diagrama del disefio experimental para evaluar el efecto del nivel de
perforacion del film y temperatura de almacenamiento en el contenido de
compuestos bioactivos y calidad externa de floretes de brocoli (cv. Marathon)
envasados en atmoésfera modificada.

Films de envasado: CAD15, CAD30 y CAD45 se refiere al nivel de perforacion del film
de BOPP (15 mm, 30 mm y 45 mm de distancia entre perforaciones,
respectivamente).

Temperatura de almacenamiento: 2 °C) los floretes de brdcoli se mantuvieron a 2 °C
durante todo el almacenamiento. 2°C/7°C) los floretes de brécoli se mantuvieron a
2°Cy se transfirieron a 7°C dos dias antes del muestreo.

6.2.2. Resultados y discusion

6.2.2.1. Composicion gaseosa del espacio cabeza

Todos los envases mostraron cambios significativos en la composicion de 02y COz a
lo largo del almacenamiento (Figura 6. 10) (p < 0,001). Ademas, se observd un
efecto significativo del nivel de perforacion del film y de la temperatura de

almacenamiento en la evolucion de estas variables (p < 0,001).
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Figura 6. 10. Evolucion de la composicidon gaseosa dentro del envase (02 and COz2)
de floretes de brécoli envasados en films con diferentes niveles de microperforacién
(CAD15 -+, CAD30 - = -, CAD45 ——) a lo largo del almacenamientoa 2 °C (Ay C)
ya2°C/7°C (B y D). Las barras verticales representan la desviacion estandar (n = 5).

La reduccién de Oz e incremento de CO2 en MAP dependen principalmente de la tasa
respiratoria del producto y de la tasa de transmision a los gases del film de envasado.
En el caso particular del MAP utilizando films microperforados, la tasa de
transmision de Oz y CO2 del film depende principalmente del area perforada
(Gonzalez-Buesa et al,, 2013), ya que el flujo difusivo de los gases a través de las
perforaciones tiene mayor peso que el flujo difusivo a través del film (Belay et al,,
2016; Gonzalez-Buesa & Salvador, 2022). Incluso existen modelos empiricos que
relacionan el area total de las perforaciones con la tasa de transmision al Oz y al COz,

independiente de las propiedades de trasferencia del film (Gonzalez-Buesa et al.,
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2009b). Esto explica las diferencias observadas en la evolucién de Oz y COz y su

correlacion con el nimero de perforaciones del envase.

A 2°C, los niveles de COz alcanzados el dia 7 fueron 1,01 + 0,04; 1,83 + 0,03y 2,69 *
0,08 kPa para CAD15, CAD30 y CAD45 respectivamente. Las diferencias se
mantuvieron a lo largo del almacenamiento (p < 0,0001). Respecto a la
concentracion de Oz, las muestras CAD15 y CAD30 no mostraron diferencias
significativas al dia 7 (19,3 + 0,32 kPa en promedio), y CAD45 present6 una
concentracion significativamente menor (17,9 * 0,39 kPa). Al dia 21, las muestras
CAD30 y CAD45 no presentaron diferencias significativas (19,1 + 0,33 kPa en
promedio) mientras que CAD15 mostré el mayor valor de 02 (20,4 * 0,49 kPa).

El incremento de la temperatura de almacenamiento provocé mayores cambios en
la composicién gaseosa dentro de los envases respecto a aquellos que se
mantuvieron a 2°C (p < 0,01). Este comportamiento es debido al incremento de la
tasa respiratoria provocado por el aumento de la temperatura (Fonseca et al., 2002).
Las diferencias en la composiciéon gaseosa entre films fueron mas marcadas en
floretes almacenados a 2°C y posteriormente transferidos a 7°C (p < 0,001) (Figura
6.10-By D). En estas condiciones de temperatura, las muestras CAD15 presentaron
la mayor concentraciéon de Oz y menor de CO2 (18,3 + 0,40 kPa y 1,9 + 0,04 kPa,
respectivamente, al dia 7) y las muestras CAD45 mostraron la menor concentraciéon
de Oz y mayor de CO2 (14,3 + 0,45 kPa y 4,5 + 0,26 kPa, respectivamente, al dia 7).
Floretes envasados en CAD30 mostraron niveles intermedios de 02 y COz2 (16,1
0,33 kPay 3,3 £ 0,13 kPa, respectivamente, al dia 7). La diferencia en la composiciéon
atmosférica entre films se mantuvo hasta el final del almacenamiento (p < 0,001).
Una evolucion de gases similar fue reportada por Lucera et al. (2011) para floretes
de brécoli envasados en polipropileno microperforado (20 micro perforaciones de
70 um de diametro) y almacenados a 5°C, quienes observaron un descenso paulatino

del Oz y un valor de equilibrio de aproximadamente 16 kPa.

Este estudio demostr6 que el MAP con films microperforados fue efectivo en
prevenir el desarrollo de anaerobiosis durante el incremento de la temperatura de
almacenamiento de floretes de brdcoli (en ningun caso la concentracion de 02 fue
menor a 14 kPa y la de CO2 mayor a 5 kPa). Durante el almacenamiento a 2°C, la

modificacion de la atmosfera fue significativa pero moderada. En floretes trasferidos
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a 7°C, los envasados en CAD45 alcanzaron concentraciones de 02 y CO2 préximas a
los valores recomendados para la extensién de la vida util de broécoli. Las
condiciones ensayadas en este estudio previnieron el riesgo de desarrollo de
anaerobiosis durante cadenas de suministro que pudieran alcanzar valores
proximos a los 7°C. Es necesario evaluar si los films microperforados también
pueden prevenir la generacién de anoxia y alcanzar adecuados niveles de 02 y CO2

en condiciones de almacenamiento mas severas.

6.2.2.2. Pérdida de masa

Como se puede esperar, la pérdida de masa (ML) aumenté a lo largo del
almacenamiento en todas las muestras (p < 0,05). Sin embargo, fue menor al 0,5%
durante todo el periodo estudiado, independientemente del tipo de film y
temperatura de almacenamiento (Tabla 6. 6). El incremento de temperatura, desde
2°C a 7°C, no tuvo un efecto significativo en la ML, aunque los floretes trasferidos a
7°Ctendieron a presentar una ML superior respecto a los mantenidos a 2°C. En nivel
de perforaciones del envase tampoco tuvo un efecto significativo en la ML, aunque
CAD45 y CAD15 tendieron a presentar los menores y mayores valores

respectivamente.

La combinacion de una baja temperatura de almacenamiento (2°C) con el MAP en
films micro perforados resulté efectiva en prevenir la deshidratacién de floretes de
brocoli. En este estudio, independientemente del nivel de perforacion del film y del
incremento de temperatura a 7°C, la pérdida de masa fue inferior a 0,5 % no siendo
un parametro limitante de la vida util. Por lo tanto, las condiciones de envasado
evaluadas (BOPP micro perforado) permitieron preservar este importante atributo
de calidad durante al menos 21 dias, incluso durante el almacenamiento con

incremento de temperatura.

115



CAPITULO 6.

Tabla 6. 6. Pérdida de masa (%) de floretes de brdcoli envasados en films con
diferentes niveles de microperforacién (CAD15, CAD30, CAD45) durante el
almacenamiento a 2°Cy 2°C/7°C. Los datos se expresan como media = desviacion
estandar. Valores con la misma letra significa que no existen diferencias
significativas segutn el test de Tukey (p < 0,05).

. Tiempo Pérdida de masa (%)
Film
(d)
2°C 2/7°C
0 0,0+£0,0 a 0,0+£0,0 a
7 0,15+0,09 abc 0,18+0,1 bcdef
CAD15
14 0,30 £ 0,07 bcdef 0,26 £ 0,07 defg
21 0,36 £0,04 efg 044+0,2 h
0 0,0+£0,0 a 0,0+£0,0 a
7 0,08+0,04 ab 0,12 £ 0,04 abcd
CAD30
14 0,18 £ 0,09 bcdef 0,23 +0,04 cdefg
21 0,28 +0,09 efg 0,33 +0,09 gh
0 0,0£0,0 a 00£00 a
7 0,08+0,02 ab 0,09 +0,02 abc
CAD45
14 0,16 £0,1 bcde 0,18 +0,02 bcdefg
21 0,26 £0,02 defg 0,31+ 0,07 fgh
6.2.2.3. Color

En las condiciones del ensayo, el nivel de perforacion del film y la temperatura de

almacenamiento no tuvieron un impacto significativo en el color de los floretes (p >

0,05): L* (38,0 +1,9),C*ab (12,2 + 1,9) y hav (133,2 + 1,8) permanecieron sin cambios

a lo largo del almacenamiento y en el mismo valor que los brocolis recién

cosechados. En la Figura 6. 11 se observa que no existieron cambios apreciables en

el color a lo largo del almacenamiento.
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AT HARVEST
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Figura 6. 11. Evolucion de la calidad visual de floretes de brécoli envasados en film
con diferentes niveles de microperforaciones (CAD15, CAD30, CAD45) vy
almacenados en dos condiciones de temperatura (2°Cy 2°C/7°C) durante 21 dias.

Los cambios de color en floretes de brécoli MAP dependen de las concentraciones
de Oz y CO2 a las que estén expuestos (Schouten et al., 2009). Que no haya existido
efecto de la composicién gaseosa en el color se explica por la baja temperatura de
almacenamiento (2°C). La temperatura es el factor predominante en la degradacién
del color, y a temperaturas bajas el efecto de la atmdsfera es poco significativo
(Schouten et al., 2009). Dos dias a 7°C tampoco mostro tener efecto significativo en
el color. Varios autores han reportado que los brécolis retienen su color en
concentraciones de Oz bajas (1-10 kPa) y altas de CO2 (5-10 kPa) (Fernandez-Led6n
et al,, 2013; Jia et al., 2009; Schouten, et al., 2009; Serna-Escolano et al., 2021). La
aplicacion de MAP usando films convencionales continuos (o perforados, pero con
baja tasa de transferencia al 0z) alcanzan estas composiciones gaseosas e inhiben la
pérdida de color (Fernandez-Leon, Fernandez-Leon, Lozano, Ayuso, Amodio, et al.,
2013), como muestran los resultados de la seccién 6.1. Generalmente, estas
condiciones estrictas de composicion gaseosa no son alcanzadas al emplearse films
microperforados, debido a su mayor permeabilidad. Este estudio demostr6 que no

son necesarios niveles tan bajos de Oz ni tan elevados de CO2 para mantener el color
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de floretes de brdcolis durante el almacenamiento refrigerado. Ademas, el
incremento de la temperatura (por dos dias) no afect6 el color. Por lo tanto, el MAP
empleando films microperforados mostré ser una tecnologia efectiva para la
preservacion de este importante parametro de calidad en combinacién con el

almacenamiento refrigerado.

6.2.2.4. Textura

En este ensayo, el test de textura se realizé6 de forma de evaluar la compacidad

(firmeza a la presion) de los floretes de brécoli (ver Capitulo 4, seccion 4.7.2).

Los floretes de brocoli mostraron un descenso de la firmeza a lo largo del tiempo (p
< 0,0001) independientemente del film y temperatura de almacenamiento (Figura
6. 12). Como fue indicado en la seccién 6.1., en vegetales MAP la temperatura de
almacenamiento es el factor mas relevante que afecta parametros de calidad como
la textura (Fonseca et al., 2000). Sin embargo, en las condiciones de este estudio, no
se observaron diferencias significativas en la evolucion de la firmeza entre floretes
mantenidos a 2°C y floretes transferidos a 7°C durante dos dias (p = 0,7236). Por
otro lado, se obtuvieron diferencias significativas en la firmeza entre floretes
envasados en distintos films (p = 0,0004). Los floretes envasados en CAD15
mostraron un rapido descenso en la primera semana, y permanecieron sin cambios
hasta el final del almacenamiento. Al dia 7, floretes en CAD30 y CAD45 mostraron
mayor firmeza respecto a las muestras CAD15. En los dias 14 y 21, las muestras
CAD45 mostraron mayores valores de firmeza respecto a las muestras CAD15 y

CAD30, que no mostraron diferencias significativas entre si (a ambas temperaturas).

El efecto del MAP en mantener la firmeza de hortalizas usualmente se relaciona con
el control de la pérdida de masa, y varios trabajos han encontrado correlacion entre
estos dos parametros (Belay et al., 2016; Nimitkeatkai et al., 2022). A pesar de que
no se encontraron diferencias significativas en la pérdida de masa, floretes
envasados en CAD15 tendieron a perder mayor masa y que los envasados CAD45.
Por lo tanto, la evolucién de la firmeza podria estar vinculada con la pérdida de
masa. Por otra parte, la evolucidn de la firmeza también puede estar asociada a la

actividad de enzimas involucradas en los procesos bioquimicos de deterioro de la

118



CAPITULO 6.

estructura celular, que se puede reducir al disminuir los niveles de 02 y aumentar
los de CO2 (Fagundes et al., 2015; Nimitkeatkai et al, 2022). Los resultados
obtenidos en este estudio coinciden con estos reportes, donde floretes envasados en
CAD45 retuvieron en mayor media la firmeza y también fueron los que presentaron
mayor modificacién de la atmosfera interior. Es importante notar que las diferencias
en la firmeza entre floretes de brécoli envasados en distintos films no tuvieron un
impacto relevante en la apariencia externa (ver 6.2.2.5. Apariencia externa). Este
resultado puede validarse con la Figura 6. 11, donde todas las flores se ven

cerradas, compactas, con apariencia firme.
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Figura 6. 12. Evolucidn de la firmeza de floretes de brécoli envasados en peliculas
de BOPP con diferente nivel de microperforacion (CAD15 -+, CAD30 - = -, CAD45
—i—) durante el almacenamiento a 2°C y 2°C/7°C. Las barras verticales representan
la desviacién estandar (n = 5).

6.2.2.5. Apariencia externa

En todas las condiciones, los floretes de brocoli mostraron una disminucién del
puntaje de apariencia externa a lo largo del tiempo, indicando una disminucion en
la calidad sensorial (Tabla 6. 7) (p < 0,001). Sin embargo, todas las muestras
mostraron valores por encima del limite de comercializaciéon (3 puntos) durante
todo el periodo de almacenamiento y a ambas condiciones de temperatura. El nivel

de perforacién del film no tuvo un efecto significativo en la evolucién de la
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apariencia (p = 0,3087). Para los floretes de brocoli envasados en CAD30 y CAD45,
no se encontraron diferencias significativas entre las temperaturas de
almacenamiento, aunque los floretes de brécoli almacenados a 2°C/7°C tendieron a
mostrar una puntuacién de apariencia externa mas baja en comparaciéon con las
muestras almacenadas a 2°C. Se encontroé un efecto significativo de la temperatura
en floretes de brécoli envasados en CAD15 (4,3 + 03 y 3,6 + 0,5 para
almacenamiento de brécoli a 2°C y 2°C/7°C, respectivamente). Por lo tanto, se
infiere que las peliculas con niveles de perforacion mas bajos (CAD30 y CAD45)
ayudaron a mitigar el efecto negativo del aumento de la temperatura en la

apariencia externa del brécoli.

En la Figura 6. 11 se observa que la apariencia externa se conservé durante 21 dias
de almacenamiento en todas las condiciones estudiadas. Por lo tanto, la tecnologia
MAP empleando films microperforados contribuyé con éxito a preservar la
apariencia externa de los floretes de brdcoli, incluso durante el incremento de

temperatura.

Tabla 6. 7. Apariencia externa global (puntaje de 1-5) de floretes de brocoli
envasados en films con diferentes niveles de microperforacion (CAD15, CAD30,
CAD45) durante el almacenamiento a 2°C y 2°C/7°C. Los datos se expresan como
media * desviacion estandar. Valores con la misma letra significa que no existen
diferencias significativas segun el test de Tukey (p < 0,05).

Apariencia externa

. Tiempo
Film (1-5)
(d)
2°C 2°C/7°C
0 50+0,0 a 50+0,0 a
CAD15S 4,7+0,7 ab 4,4+0,7 bcdef
14 4,3+0,7 efg  43+04 defg
21 4,3+0,7 efg 36+1 h
0 50+0,0 a 50+0,0 a
7 44+07 abc 45%0,7 bcde
CAD30 ’ ’ ’ ’
14 45+04 bcde 43%04 defg
21 4,0+0,9 gh 3,8+0,9 hi
0 50+0,0 a 50+0,0 a
4,7+0,7 abc 4,3+0,7 defg
CADA45

14 46+04 bcd 4404 cdefg
21 41+04 fgh 39+09 hi
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6.2.2.6. Contenido total de glucosinolatos (GSL)

Se detectaron GSL de dos clases quimicas, uno alifatico: glucorafanina (GRA) y tres
inddlicos: glocobrasicina (GB), neoglucobrasicina (NGB) y 4-metoxiglucobrasicina
(MGB). El GSL predominante fue la GRA con un 41,2% del total, seguido por la NGB,
GB y MGB con 32,7%, 19,5% y 6,2% respectivamente. A pesar de que el componente
predominante fue del tipo alifatico, el grupo predominante de compuestos fue el
indolico con un 58% del total de GSL. Este perfil se asemeja a reportes de perfiles de
brécolis del mismo cultivar (Marathon) (Pérez-Balibrea et al., 2011; Vallejo et al,,
2003b) y a otros estudios que han reportado a la GRA como el GSL predominante y
ala NGB y GB como los GSL mayoritarios dentro del grupo de los indélicos (Jia et al.,
2009; Jones et al., 2006; Rybarczyk-plonska et al., 2016; Vallejo et al., 2003b; G. Yuan
et al,, 2010). Diferente fue el perfil determinado en la seccion 6.1.2.6. para brocolis
del cultivar Lecagy (con predominancia de GB y NGB), confirmando que el perfil de

glucosinolatos depende del cultivar.

No se observaron cambios en el perfil de GSL durante el almacenamiento en ninguna
condicion. Resultados semejantes fueron obtenidos por Vallejo et al. (2003) quienes
estudiaron el efecto del transporte refrigerado en el contenido de GSL en cabezas de
brécoli (cv. Marathon) e identificaron GRA, GB, NGB y MGB en todas las muestras

hasta el final del periodo de estudio.

En todas las muestras, se observo un incremento del contenido total de GSL durante
la primera semana de almacenamiento. Esto es debido al estrés abiético producto
de los dafios en el tejido durante el procesamiento (corte), que lleva a un incremento
de las biosintesis de GSL durante los primeros dias de almacenamiento (Torres-

Contreras et al., 2017).

No hubo un efecto significativo del film sobre el contenido total de GSL durante el
almacenamiento constante a 2°C (Figura 6. 13, A). Dado que la temperatura de
almacenamiento se mantuvo baja, modificaciones leves de la atmésfera no tuvieron
impacto significativo en el contenido de estos compuestos. Sin embargo, el film tuvo
un efecto significativo al incrementarse la temperatura de almacenamiento (Figura
6. 13, B). Floretes envasados en CAD45 mostraron mayor contenido de GSL totales

en comparacion con floretes envasados en CAD15 y CAD30, los cuales no mostraron
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diferencias entre ellos. Al final del almacenamiento, las muestras de CAD15 y CAD30
mostraron el mismo contenido de GSL que el brécoli recién cosechado, y las
muestras de CAD45 mostraron un contenido significativamente mayor. El efecto del
film de envasado sobre los GSL al aumentar la temperatura concuerda con los
resultados de la seccién 6.1., donde se concluy6 que la modificacion de la atmoésfera
ayuda a mitigar las pérdidas de GSL al incrementarse la temperatura de
almacenamiento (Paulsen et al., 2018). Por otro lado, CAD45 preservé en mayor
medida la firmeza, lo que podria implicar una menor degradacién de tejidos y por lo

tanto menor hidrdlisis de estos compuestos (Casajus et al., 2020).

En conclusién, el MAP utilizando films microperforados combinado con
refrigeracion mostr6 preservar el contenido total de GSL de floretes de brocoli
durante 21 dias de almacenamiento, e incluso el contenido aument6 al mantener la
temperatura de almacenamiento constante a 2°C. Este es un hallazgo a destacar, ya
que hasta el momento los reportes informan conservacion de GSL para floretes de
brécoli MAP con modificaciones mas drasticas de la atmosfera interior (entre 1-5
kPa para 02y 10-15 kPa para COz2) (Jia et al,, 2009; Paulsen et al., 2018; Schouten et
al., 2009). Las bajas concentraciones de Oz y las altas concentraciones de CO:2
reportadas como beneficiosas para conservar GSL en floretes de brécoli son
riesgosas ya que fluctuaciones de temperatura durante la cadena de suministro
podrian generar rapidamente condiciones de anoxia (como se observé en 6.1), lo
que conduce al detrimento prematuro del producto. En este estudio se identificaron
condiciones de almacenamiento refrigerado (2°C y 2°C/7°C) y modificaciones
moderadas de Oz y CO2 (14-20 kPa y 1-5 kPa, respectivamente) que conservan el
contenido de los principales compuestos bioactivos de floretes de brocoli y que

evitan el riesgo de anoxia.
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CAPITULO 6.

Figura 6. 13. Evolucién de: contenido total de glucosinolatos (A-B), GRA (C-D), GB
(E-F), MGB (G-H) y NGB (I-]) de floretes de brécoli envasados en films de BOPP con
diferentes niveles de microperforacion (CAD15 -+ , CAD30 == =, CAD45 ——)
almacenados a 2°C y 2°C/7°C. Las barras verticales representan la desviacién
estandar (n = 3).

6.2.2.7. Contenido de glucosinolatos individuales

Todas las condiciones de envasado y almacenamiento permitieron conservar el
contenido de GRA (Figura 6. 13, C-D). En el caso de muestras mantenidas a 2°C, GRA
mostré una tendencia a aumentar durante el almacenamiento, independientemente
del film de envasado (Figura 6. 13, C). Estos resultados coinciden con lo observado
por Winkler et al. (2007), quienes encontraron niveles estables de GRA en cabezas
de brocoli (cv. Marathon) envasadas en polietileno después de un almacenamiento
de 3 dias a 8°C con almacenamiento previo a 1-4°C. Ademas, Rybarczyk-Plonska et
al. (2016) encontraron resultados similares, reportando que cabezas de brécoli (cv.
Marathon) pre almacenadas durante 7 dias a 0°C y luego almacenadas durante 3
dias a 10°C presentaron un contenido de GRA mas alto que en la cosecha. En esos
estudios no se informa la composicién atmosférica ala que se expusieron las cabezas
de brocoli. Sin embargo, los resultados de la seccién anterior (6.1), al igual que otros
estudios en floretes de brécoli bajo MAP (1-10 kPa Oz y 10-20 kPa CO2), muestran
que al comienzo del almacenamiento GRA permanece constante, y se observa
pérdidas significativas hacia el final (a 4 - 8°C para 12 - 23 dias) (Fernadndez-Leon,
Ferndndez-Ledn, Lozano, Ayuso, Amodio, et al., 2013; Jia et al., 2009; Paulsen et al,,
2018). Esto indica que mantener el contenido de GRA en floretes de brécoli requiere
una seleccion cuidadosa del film de envasado y temperatura de almacenamiento,
entre otras consideraciones (como la seleccion del cultivar, por ejemplo). EI MAP
con films microperforados y las temperaturas de almacenamiento aplicadas en este
estudio permitieron preservar el contenido de GRA, que es uno de los GSL mas
valorados debido a que es precursor del sulforafano, compuesto altamente
reconocido por sus efectos beneficiosos en enfermedades neurodegenerativas y

cardiovasculares.

El contenido de GB mostré una evolucién similar al contenido de GSL totales

(aumento en la primera semana y luego se mantuvo constante o disminuy6 a los
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valores iniciales) (Figura 6. 13, E-F). El efecto del film se observé en brécolis
transferidos a 7°C. En esta condicion, el contenido de GB fue de (4,42 + 0,36), (5,19
+0,60) y (5,66 = 0,45) umol g1 para brécolis envasados en CAD15, CAD30 y CAD45,
respectivamente (dia 7). CAD45 mostré un mayor contenido de GB en comparacién

con CAD15 durante todo el periodo de almacenamiento (a 2°C/7°C).

El contenido de MGB aument6 en todas las condiciones, independientemente del
film de envasado (Figura 6. 13, G-H). Un aumento en el contenido de MGB también
fue observado en floretes MAP en las condiciones experimentales de la seccién 6.1
(ver 6.1.2.6). Al final del almacenamiento, el contenido de MGB en brdcolis
envasados en CAD45 fue significativamente mayor (1,80 * 0,07 umol g1y 1,86 *
0,13 pmol g1 para 2°C y 2°C/7°C, respectivamente) con respecto a los floretes
envasados en CAD15 (1,69 = 0,06 umol g1y 1,56 + 0,10 pmol g'1) y CAD30 (1,68 +
0,01 pmol g1y 1,61 + 0,08 umol g'1). Para todas las condiciones, el contenido de NGB
se mantuvo constante durante el almacenamiento. A pesar de que no se identifico
un impacto significativo entre brdcolis envasados en diferentes films, las muestras
CAD45 y CAD15 tendieron a tener el contenido de NGB mas alto y mas bajo,
respectivamente (Figura 6. 13, I-]). El incremento en el contenido de GSL inddlicos
durante el almacenamiento ha sido reportado en la literatura (Jia et al, 2009;
Rybarczyk-plonska et al., 2016). Recientemente, se ha observado que la expresion
de genes asociados con la biosintesis de glucosinolatos ind6licos aumenta durante
el almacenamiento postcosecha (Casajus et al., 2021). Ademas, la degradacion de
proteinas aumenta durante la senescencia y se acumulan aminoacidos libres, que
son precursores en la biosintesis de GSL. Estos fenémenos podrian ser la causa del
aumento de GSL indolicos. Estos procesos estan mediados por enzimas y dependen
del metabolismo vegetal; en consecuencia, la temperatura de almacenamiento y la
concentracion de Oz y CO2 tendrian un impacto en el contenido de GSL indélicos,

como se observa en los resultados de este estudio.

En conclusion, los resultados indican que el almacenamiento refrigerado combinado
con una ligera modificacion de la atmdsfera fue efectivo para preservar el contenido
de GSL individuales y totales. Ademas, el film de envasado tuvo un efecto

significativo en la evolucién de estos compuestos, especialmente cuando la
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temperatura de almacenamiento se incrementa (7°C). Floretes envasados en el film

con menor nivel de perforacion (CAD45) mostraron el mayor contenido de GSL.

6.2.2.8. Acidos hidroxicindmicos (HCA)

El grupo de HCA predominante en las muestras de brdcoli fue el acido sinapico y sus
derivados. El perfil fue semejante al determinado en la seccion 6.1 para el cultivar
Legacy. El contenido de HCA se increment6 a lo largo del tiempo en todas las
condiciones estudiadas (Tabla 6. 8). En la seccién 6.1 se observé la evolucién
contraria (ver 6.1.2.7), descenso de estos compuestos que fue mayor a mayores
temperaturas de almacenamiento. Como las experiencias se llevaron a cabo con
brécolis de diferentes cultivares no es posible hacer una inferencia directa, pero se
podria pensar que el almacenamiento a temperatura de 2°C permitié controlar la
degradacion de HCA. La acumulacion de HCA indica predominancia de mecanismos
de sintesis frente a los de degradacion. Se ha demostrado que los mecanismos de
sintesis se pueden inducir por estrés, sobre todo por el provocado por heridas
(cortes), que activa la ruta metabolica de los fenilpropanoides al regular la expresion
génica de enzimas criticas de esta via (Villarreal-Garcia et al., 2016). Los resultados
obtenidos coinciden con los hallazgos de Guan et al. (2020), quienes detectaron
marcado aumento del contenido de acido sinapico en floretes de brécolis durante el
almacenamiento, y explican este incremento debido a que el acido sinapico es

requerido en la biosintesis de lignina para mejorar la resistencia al estrés abidtico.

Por otro lado, varios estudios reportan aumento de la capacidad antioxidante
durante el almacenamiento, lo que podria estar correlacionado con la actividad de
los HCA y de acuerdo con el aumento observado en este experimento (Costa et al.,
2006; Villarreal-Garcia et al, 2016). Sin embargo, cabe mencionar que en el
experimento de la secciéon 6.1 no se obtuvo correlacién entre la capacidad

antioxidante y el contenido de HCA.

El andlisis estadistico no mostré diferencias en el contenido de HCA entre floretes
de brocoli en diferentes films o temperaturas de almacenamiento (p > 0,05). Por lo
tanto, el MAP usando films microperforados permiti6 preservar, e incluso aumentar,

el contenido de HCA de los floretes de brécoli durante el almacenamiento a 2°C y
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durante el incremento de temperatura a 7°C durante 2 dias, independientemente

del nivel de perforacion del film utilizado.

Tabla 6. 8. Contenido de acidos hidroxicindmicos (HCA) (umol g1) de floretes de
brocoli MAP en films con diferentes niveles de microperforacion (CAD15, CAD30,
CAD45) durante el almacenamiento a 2°C y 2°C/7°C. Los datos se expresan como
media + desviacion estdndar (n = 3). Valores con la misma letra significa que no
existen diferencias significativas seguin el test de Tukey (p < 0,05).

Ti HCA
. iempo .
Film (nmol g1)
(d)
2°C 2/7°C
0 1,41 + 0,35 efg 1,41 + 0,35 efg
CAD15 7 1,81 £ 0,57 bcdefg 1,59+ 0,19 cdefg
14 1,88+ 0,26 abcde 1,57 + 0,33 defg
21 2,34 +0,19 ab 2,14 + 0,19 abcd
0 1,41 + 0,35 efg 1,41 + 0,35 efg
CAD30 7 2,26 +0,21 ab 1,95 +0,22 abcde
14 1,37 £ 0,36 efg 1,66 + 0,33 cdefg
21 2,08 +0,17 abcd 2,41 +0,41 a
0 1,41 + 0,35 efg 1,41 + 0,35 efg
CADAS 7 1,87 £ 0,36 abcdef 2,16 +0,21 abc
14 1,24 + 0,34 g 1,29+ 0,14 fg
21 2,33 +0,45 ab 1,88 £ 0,19 abcde

6.2.3. Conclusiones parciales

En este estudio se identificaron concentraciones moderadas de 02 (14-20 kPa) y
CO2 (0,9-5 kPa), que combinadas con el almacenamiento refrigerado (2°C)
conservaron el contenido de compuestos bioactivos y calidad externa de floretes de
brécoli durante 21 dias, incluso durante 2 dias a 7°C. Ademas, el uso de films
microperforados evité el desarrollo de anoxia, principal problema durante la

comercializacion de este producto.

El nivel de perforacion de la pelicula afect6 la firmeza y el contenido de
glucosinolatos, especialmente frente al aumento de la temperatura de
almacenamiento. Floretes de brécoli envasados con la pelicula de menor nivel de
perforaciéon (CAD45) mostraron mayores valores de firmeza y contenido de

glucosinolatos, indicando que la seleccion del nimero de perforaciones es un
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aspecto importante a tener en cuenta en el disefio de envases para productos IV

gama.
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6.3. Evaluacion de films microperforados para la preservacion de fitoquimicos
y calidad externa de floretes de brdcoli durante el almacenamiento a

temperaturas por encima de las recomendadas
6.3.1. Disefio experimental

Cabezas de brdcoli (cv. Legacy) se obtuvieron y procesaron como se describe en el
Capitulo 4 (Materiales y Métodos, seccién 4.1). Los floretes se dividieron al azar en
4 grupos homogéneos, uno por cada film de envasado: CAD15, CAD30, CAD45 (que
corresponden a los films de BOPP microperforados de la experiencia en la secciéon
6.2) y un grupo Control (floretes de brécoli envasaron en bolsas de PP
macroperforado, sin modificacién de la atmdsfera). Aproximadamente 150 + 9 g de
floretes de broccoli (4-5 unidades) se colocaron dentro de las bolsas y se
termosellaron. Cada condicién de envasado se estudié a dos temperaturas: 6°C y
12°C. Los muestreos se realizaron los dias 0, 7, 14 y 18, y se muestrearon 3 unidades
experimentales por cada condicién. Durante el almacenamiento se determind:
composicion gaseosa del espacio cabeza, pérdida de masa, color, textura (firmeza
del tallo), apariencia externa, contenido de glucosinolatos y 4acidos
hidroxicinamicos. En la Figura 6. 14 se muestra un esquema del disefio
experimental descrito y la nomenclatura empleada para referirse a cada uno de los

tratamientos estudiados.
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Figura 6. 14. Diagrama del disefio experimental para evaluar el efecto del nivel de
perforacion del film y temperatura de almacenamiento en el contenido de
compuestos bioactivos y calidad externa de floretes de brécoli (cv. Legacy)
envasados en atmoésfera modificada.

Films de envasado: CAD15, CAD30 y CAD45 se refiere al nivel de perforacion del film
de BOPP (15 mm, 30 mm y 45 mm de distancia entre perforaciones,
respectivamente). Temperatura de almacenamiento: 6 °Cy 12°C.

6.3.2. Resultados y discusion

6.3.2.1. Composicion gaseosa del espacio cabeza

Como se podria esperar, se observé un descenso de 02 e incremento de CO2 en el
espacio cabeza de los envases a lo largo del almacenamiento. Al igual que en la
seccion anterior (6.2), el numero de microperforaciones tuvo un efecto significativo
(p < 0,001) en la composicion del espacio cabeza (Figura 6. 15). Muestras CAD45
(menor nivel de perforacion) presentaron un cambio significativamente mayor de
la composicién gaseosa, seguido por las muestras CAD30 y CAD15, respectivamente.
Como ya se ha mencionado, la evolucién gaseosa del espacio cabeza depende de la
tasa de transmision de gases del film, y esto explica la evoluciéon de Oz y CO2

observada y su correlacion con los distintos niveles de perforacion de los films.

A pesar del almacenamiento a temperaturas relativamente altas (las normativas
exigen < 4°C), no se observaron concentraciones de gases que puedan inducir el
metabolismo anaerobio. En la condicion mas desfavorable (12°C) las
concentraciones minimas de 02 y maximas de COz fueron de 13,1 + 0,7 kPay 8,7

0,7 kPa respectivamente (CAD45 al dia 10). Esto indica que la tecnologia MAP
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empleando films microperforados debe ser especialmente considerada para evitar
la generacion de anaerobiosis en cadenas de suministro con problemas en el control
de temperatura. Ademas, esta tecnologia podria evitar la generaciéon de anoxia y
pronto deterioro durante la manipulacién del consumidor, donde el producto no
suele mantenerse en las condiciones de temperaturas disefiadas y recomendadas.
En la seccién 6.1., donde se empledé PP con una perforacion, se vio como el MAP a
temperaturas de 8 y 15°C gener6 concentraciones de Oz y COz riesgosas, que en el

caso de 15°C provocaron el deterioro prematuro del producto.

Floretes almacenados a 6°C presentaron menor variaciéon de la composicién gaseosa
respecto al aire en comparacién a los floretes almacenados a 12°C (para el mismo
nivel de perforacion del film). Esto es el comportamiento esperable, ya que la tasa
respiratoria se ve incrementada con la temperatura y las concentraciones de

equilibrio dentro de los envases disminuyen para el Oz y aumentan para el COz.
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Figura 6. 15. Evolucién de la composicion gaseosa del especio cabeza de floretes de
brocoli MAP, en films de BOPP con diferentes niveles de perforacion: Control --e-,
CAD15 --e--, CAD30 -m -, CAD45 ——, durante el almacenamiento a 6°C y 12°C.
Las barras verticales representan la desviacién estandar (n = 3). Letras distintas
implica que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre los films dentro del
mismo dia de almacenamiento.

6.3.2.2. Pérdida de masa

Los floretes Control presentaron una pronunciada pérdida de masa (ML) durante el
almacenamiento, y significativamente superior a las muestras MAP (p < 0,0001)
(Figura 6. 16). La vida util de floretes Control fue menor a 14 dias a 6°C (ML de 6,3
+ 0,3 %) y menor a 10 dias a 12°C (ML de 6,1 + 0,3 %) (tomando como limite de vida
util 6%). La mayor ML que se observa en floretes almacenados a 12°C respecto a los

almacenados a 6°C se explica por la mayor tasa respiratoria de los floretes
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almacenados a mayor temperatura. Para floretes MAP, la ML no fue un factor
limitante de la vida util. Todas las muestras, independientemente del nivel de
perforacién y temperatura de almacenamiento, presentaron porcentajes de ML
menores al 3% luego de 21 dias (entre 1,4 + 0,2 % y 2,8 £ 0,1 %). Resultados
semejantes se obtuvieron en secciones anteriores (6.1 y 6.2), concluyéndose que el
envasado en atmosfera modificada es clave para controlar la pérdida de masa y

extender la vida util.

Como ya ha sido explicado, en el MAP la humedad relativa (RH) que se establece
dentro del envase es un factor relevante en el control de la pérdida de masa, que
queda determinado principalmente por la tasa de transmision al vapor de agua del
film y la tasa de transpiracién del producto. En la Figura 6. 17 se muestra la
evolucion de la RH dentro de los envases. En todos los casos, se observa que la RH
de equilibrio se alcanza a las pocas horas de envasar el producto. Los Controles
presentaron una RH de equilibrio de entre 95 - 96 %, y los envases microperforados
del 99 % en promedio. La diferencia en las RH podria explicar la mayor ML en los
floretes Control respecto a los MAP a ambas temperaturas. No se observaron

diferencias significativas en la RH entre los distintos niveles de perforacidn.

En conclusion, la tecnologia MAP empleando films microperforados permitiéo que
floretes de broécoli expuestos a temperaturas de almacenamiento elevadas
mantuvieran niveles de ML adecuados durante un periodo de comercializaciéon

razonable.

133



CAPITULO 6.

6°C 12°C
12 12
10 ; 10 ;
8
S 8 a < a s ---@-++ Control
S # S @  --+--CADIS
= 6 * — a .-
= : S é - - B -CAD30
4 b b 4 . —a— CAD45
2
j" _"lc _:‘.b b
0 l-é‘ ' ' '
0 . 14 21 21
Storage time (d) Storage time (d)

Figura 6. 16. Pérdida de masa de floretes de brécoli MAP, en films de BOPP con
diferentes niveles de perforacién: Control -e-, CAD15 --¢--, CAD30 -=-, CAD45
—A—, durante el almacenamiento a 6°C y 12°C. Las barras verticales representan la
desviacion estandar (n = 3). Letras distintas implica que existen diferencias
significativas entre los films dentro del mismo dia de almacenamiento (p < 0,05).
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Figura 6. 17. Evolucion de la humedad relativa (RH) dentro de los envases durante
el almacenamiento a 6 y 12°C de floretes de brécoli MAP, en BOPP microperforado
con diferentes niveles de perforacion (Control, CAD15 y CAD45).

6.3.2.3. Tasa respiratoria

Durante el almacenamiento a 6°C, no se encontraron diferencias significativas en la
tasa respiratoria de floretes envasados en diferentes films (Tabla 6. 9). Esto indica

que las concentraciones de Oz y CO2 alcanzadas no tuvieron un impacto significativo
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en los mecanismos vinculados a la obtencién de energia del tejido. En el
almacenamiento a 12°C, se obtuvieron diferencias significativas entre films. El dia 7,
los floretes Control tendieron a presentar mayor tasa respiratoria respecto a los
MAP. Esto podria indicar que el efecto de la atmosfera alcanzada en las muestras
MAP es significativo y podria enlentecer los procesos metaboélicos a temperaturas
altas (12°C). Al dia 10 de almacenamiento esta tendencia se revirti6, siendo los
floretes Control los que presentaron menor tasa respiratoria. Esto podria deberse a
que, en este punto del almacenamiento, los floretes Control presentan un estado de
senescencia avanzado respecto a los floretes MAP, préximos al fin de la vida util
donde la tasa respiratoria se reduce debido a la muerte celular. Un comportamiento
similar fue observado en la seccion 6.1, donde floretes en estado de senescencia

avanzado presentaron una reduccién de la tasa respiratoria.

Tabla 6. 9. Tasa respiratoria medida en consumo de Oz (RRO2) de floretes de brocoli
sin envasar y MAP en BOPP con diferentes niveles de microperforacion, durante el
almacenamiento a 6 y 12°C. Los resultados se expresan como media + desviacién
estdndar (n=3). Letras minusculas diferentes indican que existen diferencias
significativas entre diferentes films envasado (dentro de un mismo dia) segtin Test
de Tukey (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes indican que existen diferencias
significativas entre dias de almacenamiento (dentro del mismo film de envasado)
segun Test de Tukey (p < 0,05).

6°C 12°C

Dia Film RRO: (mL/kgh) Dia Film RRO; (mL/kgh)

0 74,2 5,2 A 0 79,8 + 3,2 A
Control 57,3+0,2 aA Control 93,1+2,8 aA
7 CAD15 555+0,2 aA 7 CAD15 85,5%6,6 ab,A
CAD30 56,7+1,2 aA CAD30 72916 bA
CAD45 580+28 aA CAD45 80,1+5,1 ab,A
Control 32,8+0,4 a,B Control 59,0+3,2 Db,B
14 CAD15 33,1+8,1 a,B 10 CAD15 809%56 aA
CAD30 354+1,2 a,B CAD30 70,5+1,8 ab,A
CAD45 376+0,6 a,B CAD45 75,0+7,0 aA
Control 275+0,5 a,C Control 43,8+6,7 a,C
18 CAD15 30,7+52 a,B 14 CAD15 49,0+5,0 a,B
CAD30 351+13 a,B CAD30 56,739 a,B
CAD45 369+0,3 a,B CAD45 555+1,0 a,B
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6.3.2.4. Color

Al final del periodo de almacenamiento, los floretes Control presentaron cambios
significativos en todos los parametros colorimétricos respecto al producto recién
cosechado: aumento de L* aumento de C*ab y disminucion de hab (Figura 6. 18).
Estos cambios indican un aumento en la claridad (el producto refleja mas luz),
saturacion del color y evolucién hacia tonos amarillos, todo ellos vinculados a la
pérdida de calidad y senescencia. Los cambios en el color fueron menos drasticos
para floretes MAP, por lo que el envasado en films microperforados permitié

preservar mejor el color durante el almacenamiento a temperaturas altas (6-12°C).

El nivel de microperforaciones tuvo un efecto significativo en la evolucién del color,
tanto a 6°C como a 12°C. A 6°C, los floretes MAP almacenados por 18 dias no
presentaron diferencias significativas en el parametro L* respecto al brécoli recién
cosechado, pero si presentaron un aumento C*ap y disminucién de hab. Estos cambios
fueron significativamente mayores en las muestras CAD15 que en las CAD45.
Resultados analogos se obtuvieron en los floretes almacenados a 12°C. En este caso,
el parametro L* aumentd en floretes envasados en CAD15 respecto a los recién
cosechados (las muestras CAD30 y CAD45 no presentaron cambios en el valor de
L*). Ademas, floretes envasados en CAD15 presentaron mayores valores de C*ab y
menores de hap, lo que implica mayores coloraciones amarillas respecto a las
muestras CAD45. Por lo tanto, se infiere que la composicion gaseosa (que se
correlaciona con el numero de perforaciones del film) tuvo un efecto significativo en
el cambio de color de floretes de broécoli. Floretes expuestos a menores
concentraciones de Oz y mayores de CO2 mostraron preservar el color en mayor
medida respecto a los expuestos a mayores concentraciones de Oz y menores de COz,

encontrandose correlacion entre estas variables (ver Tabla 6. 10).
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Figura 6. 18. Parametros colorimétricos (L*, Cab, hab) de floretes de broécoli el dia de
la cosecha (“At harvest”) y MAP en BOPP microperforado el dltimo dia de muestreo:
dia 18 para floretes almacenados a 6°C y dia 14 para floretes almacenados a 12°C.
Las barras verticales representan la desviaciéon estandar (n=3). Letras distintas
indican que existen diferencias significativas entre distintos films de envasado
(CAD15, CAD30, CAD45) segun el Test de Tukey (p < 0,05). “*” indican que existen
diferencias significativas entre muestras envasadas y el producto el dia de la cosecha
(Test de Dunnett, o = 0,05).
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Tabla 6. 10. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la concentraciéon de Oz y
CO2 dentro de los envases y parametros colorimétricos de floretes de brocoli.
Coeficientes en negrita y subrayados indican p-valores < 0,05.

COZ L* Cab hab
0 0,986 |
CO; 0,916 |

Por lo tanto, se infiere que el cambio de color de floretes de brocoli depende de las
condiciones gaseosasy esta vinculado, de alguna manera, a los procesos metabdlicos
de obtencién de energia. Estos resultados coinciden con lo reportado por Schouten
et al. (2009), quienes estudiaron el efecto de la composicion gaseosa en el color de
bréocoli almacenado en atmoésferas controladas. Estos investigadores concluyeron
que existe un efecto significativo de la composiciéon gaseosa en la evolucion del color,
y explican que la composicidn de gases podria afectar las constantes cinéticas de las
reacciones de descomposicion de clorofilas (Schouten et al., 2009). El efecto de la
atmosfera en el color, y el vinculo con la degradacion de clorofilas, también ha sido
observado para el kale. Kales expuestos a menores concentraciones de Oz y mayores
de COz (2-7 kPa y 8-10 kPa, respectivamente) presentaron mayores valores de hab
(conservaron el color verde) y contenido de clorofilas que kales expuestos al aire

(Boerzhijin et al., 2020).

Lo importante a destacar en este estudio es que diferencias relativamente pequeias
de O2y CO2 (entre 1,8 y 4,1 kPa) mostraron un efecto significativo en la evolucion
del color. Los reportes sobre la incidencia de la composicién gaseosa en el color de
brécoli son con diferencias superiores a 6 kPa de 02 o COz entre condiciones
(Ferndndez-Ledn, Fernandez-Leo6n, Lozano, Ayuso, Amodio, et al., 2013; Jia et al,,
2009; Schouten, Zhang, Verschoor, et al., 2009; Serrano et al., 2006). A partir de los
resultados obtenidos se podria inferir que, a temperaturas de almacenamiento entre
6 y 12°C, los procesos vinculados a la degradacion del color en floretes de brécoli
son sensibles a pequefias variaciones en las concentraciones de Oz y COz. Por otro
lado, la mayoria de los estudios reportan conservacion del color a concentraciones
bajas de Oz, de entre 2 - 10 kPa (Fernandez-Leon, Fernandez-Leon, Lozano, Ayuso,
Amodio, et al,, 2013; Jia et al., 2009; Schouten, Zhang, Verschoor, et al., 2009), que
coinciden con los resultados presentados en la seccién 6.1. En este estudio, a pesar

de que la modificacidn de la atmdsfera fue moderada, se observo efecto significativo
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en el color. Por lo tanto, a temperaturas de almacenamiento entre 6 y 12°C,
modificaciones moderadas de la atmdsfera respecto al aire permitieron controlar el
amarilleo de floretes de broécoli. Esto evidencia que MAP empleando films
microperforados es efectivo en la conservacion del color y que la eleccion del
numero de perforaciones es un aspecto relevante a tener en cuenta para preservar

este parametro de calidad.

Los resultados obtenidos mediante el color instrumental reflejan lo percibido
mediante la apreciacion visual. En la Figura 6. 19 se pueden distinguir diferencias
en el desarrollo del amarilleo segiin las condiciones de envasado. A partir del dia 14,
los floretes Control presentaron la mayor parte de la superficie amarilla, siendo
inaceptables comercialmente. En el caso de los floretes MAP, durante los primeros
dias de almacenamiento no se observan diferencias apreciables en el color de los
floretes. Sin embargo, hacia el final del almacenamiento pueden observarse
diferencias en el color segun el film de envasado, donde lo floretes en CAD45

preservan en mayor medida el color verde.

6°C 12°C

Days
14
Films

Control

CAD15

CAD30

CAD45

Figura 6. 19. Registro fotografico de floretes de brdcoli sin envasar (Control) y
MAP en BOPP con diferentes niveles de perforacion (CAD15, CAD30 y CAD45),
durante el almacenamiento a 6 y 12°C.
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6.3.2.5. Apariencia externa

Se observo un efecto significativo del nivel de perforacion en la apariencia externa
de floretes de brocoli (Figura 6. 20). Floretes envasados en CAD45 presentaron
puntajes significativamente mayores respecto a floretes envasados en CAD15, lo que
indica una mejor conservacion de la apariencia externa de las muestras CAD45 a lo
largo del almacenamiento. En el estudio de la seccién 6.2 no se observé efecto
significativo del nivel de perforacién en la apariencia externa, por lo que se podria
pensar que este factor presenta impacto significativo a temperaturas de
almacenamiento superiores a 6°C. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
cultivar de estudio en cada experiencia fue diferente por lo que no es posible hacer

inferencias directamente.

Tanto a 6°C como a 12°C, los floretes Control alcanzaron o sobrepasaron el valor
limite de comercializacién (3 puntos) a los 7 dias. Mayor temperatura de
almacenamiento aceler6 el deterioro de la apariencia externa del producto. A 12°C
los floretes MAP presentaron una vida util inferior a 14 dias, mientras que a 6°C los

floretes MAP presentaron una vida util de al menos 14 dias.

Los puntajes de apariencia externa se correlacionaron moderadamente con los
componentes de color C*ap (r =- 0,859) y hab (r = 0,821) y con las concentraciones
de 02 (r=0,883) y CO2 (r = 0,848) dentro del envase (p < 0,05). Esto permite inferir
que existe relacion entre los parametros colorimétricos y la apariencia externa, y
que estas variables estan asociadas a procesos de senescencia afectados por las
concentraciones de Oz y CO2. A pesar de que las modificaciones de la atmosfera
fueron moderadas, el efecto en la apariencia externa fue significativo. Esto se
atribuye a que el efecto de la atmosfera se vuelve mas significativo cuando el

producto se expone a temperaturas altas.

De los resultados obtenidos hasta el momento, se podria inferir que para la
preservacion de la apariencia externa es suficiente modificaciones leves de la
atmdsfera si el almacenamiento se realiza a temperaturas bajas (seccién 6.2.) y que
la modificacién de la atmosfera cobra importancia y se requieren modificaciones

mas pronunciadas si el almacenamiento es a temperaturas altas.
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Figura 6. 20. Evolucion de la apariencia externa de floretes de brocoli en distintos
sistemas de envasado (Control --e--, CAD15 --¢--, CAD30 -= -, CAD45 ——) durante
el almacenamiento a 6 y 12°C. Las barras verticales representan la desviacién
estandar (n=3). Letras distintas indican que existen diferencias significativas entre
sistemas de envasado segun el Test de Tukey (p < 0,05). La linea azul punteada
indica el limite a partir del cual el producto se considera no apto para su
comercializacion.

6.3.2.6. Textura

Se observé un incremento significativo de la dureza del tallo a lo largo del
almacenamiento (Figura 6. 21). El aumento fue significativamente mayor en los
floretes Control respecto a los MAP (p < 0,001). En términos generales, no se
observo efecto del nivel de perforacion del film en la firmeza, a excepcion de algunos
puntos (dia 18 a 6°C y dia 4 a 12°C) donde las muestras CAD15 presentaron mayor
dureza del tallo que las CAD45. Brécolis almacenados a 12°C presentaron un
incremento mayor de la dureza en el tallo respecto a los almacenados a 6°C. Estos
resultados son similares a los obtenidos en la seccién 6.1, donde también se observd
un incremento de la dureza a lo largo del tiempo. Como ha sido mencionado, el
aumento de la dureza del tallo se ha vinculado a la pérdida de agua celular (Serrano
et al.,, 2006; Toivonen & Brummell, 2008b). Los datos de dureza y pérdida de masa
no mostraron una correlacién clara (r = 0,551; p=0,009), pero la tendencia fue

semejante a la observada en la seccion 6.1 (ver 6.1.2.4.).
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Figura 6. 21. Cambio en la firmeza del tallo de floretes de brécoli sin envasar
(Control e-) y MAP en BOPP con distintos niveles de microperforation (CAD15
--¢--, CAD30 -= -, CAD45 ——) durante el almacenamiento a 6 y 12°C. Las barras
verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras distintas indican que
existen diferencias significativas entre sistemas de envasado segun el Test de Tukey
(p <0,05).

6.3.2.6. Contenido de glucosinolatos (GSL)

El contenido total de GSL en los floretes fue de 27,1 + 1,3 umol g-1. Se identificaron
cuatro GSL; uno alifatico: glucorafanina (GRA) y 3 inddlicos: neoglucobrasicina
(NGB) (que fue el GSL predominante con 66-69% del total), glucobrasicina (GB) y
metoxiglucobrasicina (MGB). El perfil de GSL fue semejante al obtenido en la seccién
6.1 para brocolis del cultivar Legacy y coincide con reportes en brécoli del mismo
cultivar cultivados en la region (Casajus et al., 2021). Por lo tanto, se infiere que el
cultivar Legacy se caracteriza por predominancia de GSL inddlicos, principalmente
GB y NGB. Hidroxiglucobrasicina (HGB) no fue identificada en este lote de brocolis a
diferencia del lote de la seccion 6.1, en la que se encontro6 pero en baja proporcién

(2,5%).

El contenido de GSL totales e individuales disminuyé significativamente duarnte el
almacenamiento. Floretes alamcenados a 12°C presentaron mayores pérdidas de
GSL (entre 56-89%) respecto a los almacenados a 6°C (entre 20-27%) (Figura 6.
22). Estos resultados coinciden con el efecto de la temperatura observado en la
seccion 6.1, donde para floretes MAP en PP perforado la pérdida de GSL fue mayor

a 15°C que a 4°Cy a 8°C. Se encontraron diferencias significativas en la evolucion de
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GSL totales e individuales segun el nivel de perforaciéon del film (Figura 6. 22),
indicando que existe efecto de la composicién gaseosa en la evoluciéon de estos
compuestos bioactivos. Esto esta en linea con lo encontrado en la seccién anterior
(6.2), donde se observé un efecto de la atmosfera en la evolucion de GSL al
incrementarse la temperatura de almacenammiento de 2°C a 7°C. Ademas, también
estd de acuerdo con lo observado en la seccién 6.1, donde se encontr6é que la
modificacion de la atmdsfrea mitigé las pérdidas de GSL durante el almacenamiento
a temperaturas altas. Integrando las experiencias realizadas hasta el momento,
también se observa que las pérdidas de GSL cuantificadas en esta experiencia son
superiores a las cuantificadas en la seccion 6.1 durante el alamcenamiento de
floretes MAP en PP a 15°C (donde se cuantificaron pérdias del 27%). Podria inferirse
que la mayor modificacién de la atmosfera generada en el envasado en PP respecto
al envasado en films microperforados sea responsable de la mayor conservacion de

GSL observada en dicha experiencia (seccién 6.1).
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Figura 6. 22. Evolucion del contenido de glucosinolatos de floretes de brocoli
envasados en films con diferentes niveles de micro perforacion (Control --e-, CAD15
--+--, CAD30 -= -, CAD45 ——) almacenados a 6°C y 12°C. Los datos se presentan
normalizados respecto al dia 0 (n0: concentraciéon del componente al dia 0). Las
barras verticales representan la desviacion estandar (n = 3). Letras distintas indican
que existen diferencias significativas entre films segtin el Test de Tukey (p < 0,05).
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Los datos adquiridos en esta experiencia se trataron de asociar a una cinética de
degradacion, con el objetivo de determinar el efecto de la composicién gaseosa del
espacio cabeza en la evolucién de GSL en floretes de brécoli. Los cambios en la
concentracion de GSL a lo largo del tiempo se modelaron usando una funcién

dependiente de la concentracion de GSL (Ec. 1):
—do _ n
.= k*Q Ec.1

donde Q es la concentracion de GSL, t es el tiempo, k es un coeficiente y n es el orden
de reaccion. Para ajustar los cambios de concentracion de GSL en funcion del tiempo
en las diferentes condiciones de estudio, los datos experimentales se ajustaron a las

ecuaciones 2, 3y 4 para orden 0, 1y 2 respectivamente:

Q=0Q,tkxt n=0 Ec2

Q=Q, ekt n=1 Ec3
1

Q=W n=2 Ec.4

donde Qo es la concentracion de GSL en el tiempo cero (dia de la cosecha). En la
Tabla 6. 11 se muestra el coeficiente k, significacion y coficiente de determinacion
del modelo de mejor ajuste. Es importante mencionar que son escasos los estudios
que analizan la evolucion de GSL durante el almacenamiento con este enfoque. Los
estudios reportados con este tipo de analsis se han aplicado a degradacion térmica

(Oerlemans et al., 2006; Oliviero et al., 2012).
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Tabla 6. 11. Coeficientes k estimados para el modelo de orden cero para la
degradaciéon de glucosinolatos totales en floretes de brdcoli almacenados en
diferentes sistemas de envasado.

Atm_o .Sfe?a Tendencia k Intervalo
Tempe . equilibrio -
Film . con p-valor (umol confianza R?
ratura promedio el tiempo d1) (al95%)
(02 - CO2)
Control 20,9 - 0,04 decrece 0,0004 0,408 +0,072 0,988
CAD15 19,5-25 decrece 0,003 0,408 +0,142 0,958
6°C  CAD30 185-3;7 Semantieney s
decrece
CAD45  17,6-45  2WMMAY 5005
decrece
Control 20,9 -0,04 decrece <0,0001 1,812 £0,196 0,990
12°C CAD15 17,5-4,7 decrece <0,0001 1,583 +0,211 0,988
CAD30 16,0-6,3 decrece <0,0001 1,558 0,238 0,983
CAD45 13,4-84 decrece 0,0001 1,108 +0,199 0,977

En todas las condiciones de este ensayo, el modelo con mejor ajuste para el cambio
de GSL totales en el tiempo fue el de orden cero (con coeficientes de determinacién
entre 0,958 y 0,990). Por lo tanto, la degradacién no fue dependiente de la
concentracion de GSL, sino que fueron otros los factores predominantes. A 6°C, solo
los sistemas de envasado Control y CAD15 se ajustaron al modelo y no se
encontraron diferencias significativas en los valores de k (Tabla 6. 11). A 12°C los
valores de k fueron significativamente mayores respecto a los determinados a 6°C,
lo que indica dependencia de k con la temperatura, como era esperable. Ademas,
hubo diferencias significativas entre los coeficientes segun el sistema de envasado,
donde el valor de k en el sistema Control fue el mayor (1,812 + 0,196 pmol d-1) y en
el sistema CAD45 fue el menor (1,108 = 0,199 pumol d-1). Esto sugiere que, ademas
de la dependencia del coeficiente k con la temperatura, también existe dependencia

con las concentraciones de Oz y CO2 del especio cabeza.

Mediante este enfoque también se analizé el cambio de los GSL individuales con el
tiempo. Se analiz6 NGB y GRA como GSL representativos de los grupos indélico y
alifatico respectivamente (Tabla 6. 12 y Tabla 6. 13). Para la NGB los resultados
del analisis fueron semejantes a los de los GSL totales, lo que concuerda con que la
NGB fue el GSL predominante (composicién molar mayor al 65%). En las mismas
condiciones de envasado, el valor de k a 12°C fue significativamente mayor respecto

al valor de k a 6°C. A 12°C, los sistemas Control y CAD45 presentaron el mayor y
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menor valor de k respectivamente, con diferencias significativas entre ellos, pero no

con el resto de las condiciones de envasado. Por otra parte, el cambio en el contenido

de GRA ajustdé mejor a una cinética de orden 2 (Tabla 6. 13), lo que sugiere un

mecanismo diferente en la degradacién respecto alos GSL inddlicos, dependiente de

la concentracién del compuesto. El valor de k fue significativamente mayor en el

sistema Control que en los sistemas MAP, lo que indica dependencia con la

composicion gaseosa.

Tabla 6. 12. Coeficientes k estimados para el modelo de orden cero para la
degradacion de neglucobrasicina en floretes de bréocoli almacenados en diferentes
sistemas de envasado.

Ath .Sfera Tendencia k Intervalo
Tempe- . equilibrio .
Film . con p-valor (umol confianza  R2
ratura promedio ) ;o mpo d1)  (al 95%)
(02 - CO2) P
Control 20,9 -0,04 decrece 0,0004 0,279 +0,049 0,984
CAD15 19,5-25 decrece 0,0003 0,288 +0,048 0,988
6°C  CAD30 185-37 S¢mantene 45
y decrece
CAD45  17,6-45  SS™Mantene o5
y decrece
Control 20,9 -0,04 decrece <0,0001 1,128 +0,182 0,982
12°C CAD15 17,5-4,7 decrece 0,003 0955 +0,412 0,912
CAD30 16,0-6,3 decrece 0,007 0956 +0,289 0,951
CAD45 13,4-8/4 decrece 0,008 0553 +0,312 0,869

Tabla 6. 13. Coeficientes k estimados para el modelo de orden dos para la
degradacion de glucorafanina en floretes de brécoli almacenados en diferentes
sistemas de envasado.

Atmosfera

ey e Tendencia k Intervalo
Tempe . equilibrio . -
Film . con el p-valor (umol! confianza R2
ratura promedio tiempo d1) (al 95%)
(02 - CO,) P
Control 20,9-0,04 2umentay ;o5
decrece
CAD15 19,5-2,5  Jumentay o5
6°C decrece
CAD30 185-3,7 aumentay ;45
decrece
CAD45 17,6-45  2umentay 405
decrece
Control 20,9 - 0,04 decrece 0,0003 0,115 +0,027 0,995
12°C CAD15 17,5-4)7 decrece 0,004 0,050 +0,024 0,954
CAD30 16,0-6,3 decrece 0,001 0,025 + 0,009 0,957
CAD45 13,4-8,4 decrece 0,0008 0,014 + 0,004 0,960
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En este anadlisis preliminar, la velocidad de degradaciéon de GSL totales e ind6licos
ajusté mejor a una cinética de orden 0, sugiriendo que la velocidad de degradacién
es independiente de la concentraciéon. Ademas, se encontré que los coeficientes k
tienen una dependencia con la temperatura y con la composicién gaseosa (brécolis
expuestos a menores concentraciones Oz y mayores de COz presentaron valores
inferiores del coeficiente k respecto a floretes almacenados sin modificacién de la
atmosfera). La degradacion de GSL alifaticos ajusté mejor a una reaccion de orden 2
sugiriendo que depende de la concentracion del compuesto, y el coeficiente k

también mostré dependencia con la composicién gaseosa.

6.3.2.7. Acidos hidroxicindmicos (HCA)

El grupo de HCA predominante en las muestras de brécoli fue el acido sindpico y sus
derivados, lo que coincide con las caracterizaciones de las secciones anteriores (6.1
y 6.2). A 6°C, las muestras CAD30 y CAD45 (films con menores niveles de
perforacién) no presentaron cambios en el contenido de HCA durante el
almacenamiento. Sin embargo, las muestras Control y CAD15 mostraron un
descenso leve pero significativo (Figura 6. 23). Muestras almacenadas a 12°C
mostraron un incremento en el contenido de HCA durante los primeros dias de
almacenamiento, seguido por un descenso a partir del dia 7. El descenso fue drastico
en las muestras Control y CAD15, donde al dia 14 no se identificaron HCA. Al final
del almacenamiento, floretes almacenados en CAD45 presentaron un contenido de
HCA mayor respecto a los floretes recién cosechados. La pronunciada pérdida de
HCA en las muestras Control y CAD15 puede explicarse por una mayor oxidacién de
estos compuestos y metabolismos acelerados por estar expuestos a mayores
concentraciones de Oz respecto a CAD30 y CAD45 (Fernandez-Leo6n, Fernandez-
Leon, Lozano, Ayuso, Amodio, et al., 2013). Por lo tanto, el nivel de perforacién del
film es un factor relevante que impacta en la conservaciéon de estos compuestos
durante el almacenamiento a temperaturas elevadas. Por otra parte, los resultados
obtenidos hasta el momento muestran que la temperatura es un factor clave en la
conservacion de HCA. En el almacenamiento a temperaturas bajas, es posible que
predominen los mecanismos de sintesis e incremente el contenido de estos

compuestos (6.2). Cuando las temperaturas de almacenamiento aumentan,
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comienzan a predominar los mecanismos de degradacién y la atmosfera tiene un

impacto significativo en mitigar este efecto.

2,5 6°C 2,5 12°C
---@--- Control
2 --e--CAD15 2 a,
_ - ®m -CAD30 E a ppa -
=] — o .".
215 —A—CAD45 E15 - #«t “\a2b :
) a a a 3 //_,‘/ . @b
S 1 — T {a“' b A .. \b
SR S e W 1 W
b ......... \\ \'.
@ v
0,5 - b b 0,5 - S
\a‘
0 T T ] 0 ‘ " c ‘
0 7 14 21 0 7 14 21
Storage time (d) Storage time (d)

Figura 6. 23. Evolucion del contenido de acidos hidroxicindmicos (HCA) de floretes
de brocoli envasados en films con diferentes niveles de micro perforacién (Control
~e-, CAD15 --e--, CAD30 -® -, CAD45 ——) almacenados a 6°C y 12°C. Los datos
se presentan normalizados respecto al dia 0 (n0: concentracién del componente al
dia 0). Las barras verticales representan la desviaciéon estandar (n = 3). Letras
distintas indican que existen diferencias significativas entre films segin el Test de
Tukey (p < 0,05).

6.3.2.8. Andlisis de componentes principales (PCA)

Se realiz6 un PCA (basado en la matriz de correlacion) para analizar la correlacion
entre los parametros de calidad. Se obtuvo que los componentes principales 1y 2
(PC1y PC2) del PCA explicaron el 82,9% de la variabilidad total de los datos (Tabla
6. 14). Semejante a los resultados de la seccidn 6.1, la mayoria de las variables
fueron bien representadas y correlacionadas con el PC1, indicando que existe
correlaciéon entre ellas y que evolucionan de forma similar a lo largo del
almacenamiento (Tabla 6. 15, Figura 6. 24). El contenido de HCA fue mejor
representado por el PC2, y no mostré correlacion alta con el resto de las variables.
El contenido de GSL se correlacion6 moderadamente con parametros de la calidad
externa como dureza, apariencia externa, parametros colorimétricos y pérdida de
masa. Resultados similares se obtuvieron en 6.1., donde se habia observado

correlacion moderada entre contenido de GSL y atributos sensoriales. Un resultado
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a destacar es la significativa correlacion entre el contenido de GSL y la dureza (r = -
0,844, p <0,0001), que podria validar la hipo6tesis de que cambios en la textura estan
relacionados a la descompartimentaciéon y consecuente contacto de la enzima con

su sustrato, llevando a la hidrdlisis de los GSL (Casajus et al., 2020).

Tabla 6. 14. Valores propios de cada componente, porcentaje de varianza
explicada por cada componente y varianza explicada acumulada.

Porcentaje de Porcentaje de

Componente Valor propio . varianza
varianza
acumulada
PC1 5,48 68,55 68,55
PC2 1,15 14,34 82,90
PC3 0,60 7,50 90,40

Tabla 6. 15. Coseno cuadrado de las variables en cada componente.

Variable PC1 PC2 PC3
Apariencia externa (Appereance) 0,71 0 0

L* (L) 0,80 0,02 0

C*ab (C) 0,88 0,02 0,05
hab (h) 0,90 0,02 0,04
ML 0,81 0,01 0,08
Dureza (Hardness) 0,61 0,30 0,01
GSL 0,54 0,29 0,15
HCA 0,24 0,49 0,26
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PCA graph of variables
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Figura 6. 24. Representacion de parametros de calidad de floretes de en el primer
y segundo componente del analisis de componentes principales. Analisis realizado
con datos obtenidos durante el almacenamiento de floretes sin envasar y MAP en
BOPP microperforado (en distintos niveles) y almacenados a 6 y 12°C.

6.3.3. Conclusiones parciales

Los resultados demuestran que el MAP empleando films microperforados es una
tecnologia idonea para extender la vida util de floretes de brdocoli minimamente
procesados y conservar en mayor medida su valor bioactivo a temperaturas de
almacenamiento por encima de las recomendadas (> 4°C). Ademas, evito el riesgo

y generacion de anoxia durante el almacenamiento.

La seleccion del nivel de perforacion del film result6 un aspecto relevante a tener en
cuenta para la conservacion de la calidad del brocoli durante el almacenamiento
entre 6 y 12°C. Brdcolis envasados en films con menor nivel de perforacion
(expuestos a menores niveles de Oz y mayores de CO2) mostraron mayor
conservacion del color, apariencia externa, firmeza y contenido de glucosinolatos y
acidos hidroxicinamicos en comparacion con brocolis envasados en films con mayor

numero de perforaciones.
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Por primera vez, se realizé un analisis con un enfoque cinético para la evolucion de
glucosinolatos durante el almacenamiento. Se identific6 que tanto la temperatura
como la composiciéon atmosférica tuvieron un efecto en la degradacion de
glucosinolatos. Por lo tanto, la correcta seleccion del nivel de perforaciones del film,
en funcién de la temperatura de la cadena de suministro, resulta determinante para

la conservacion del valor bioactivo de floretes de brécoli.

El andlisis de componentes principales indic6 que existe correlaciéon entre la
mayoria de los parametros de calidad evaluados, destacandose la alta correlacién
entre el color, pérdida de masa y apariencia externa, y entre dureza y contenido de

glucosinolatos.

Las condiciones identificadas son factibles de aplicar por industrias de
procesamiento minimo, y permiten prolongar la vida util y preservar la calidad de
floretes de broécoli, contribuyendo a reducir las pérdidas postcosecha y a la

obtencion de productos con gran potencial bioactivo.
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Uso de bioplasticos para el envasado
de brocoli



CAPITULO 7.

7.1.Uso de un film compostable de PLA/PBAT como alternativa ecoldgica para

el envasado individual de cabezas de brocoli
7.1.1. Disefio experimental

Se utilizaron cabezas de brocoli (cv. Marathon) provistas por productores de Murcia,
Espafia (Grupo Lucas). Cabezas libres de defectos (de peso promedio 296,5 + 0,4 g)
fueron recolectadas, enfriadas hasta 12C y transportadas a la Universidad Miguel
Hernandez (Orihuela, Espafia) para ser procesadas y analizadas inmediatamente.

Tres lotes de 50 cabezas de brécoli cada uno se separaron de la siguiente forma:

e No film: cabezas de brécoli sin envasar (grupo control)

e Nature Fresh®: cabezas de brocoli envasadas en film Nature Fresh®

e LLDPE: cabezas de brécoli envasadas en film de polietileno lineal de baja
densidad

Las caracteristicas y propiedades de los films fueron descritas en el capitulo 5.

Los 3 lotes se almacenaron a 2°C. Cada cabeza de brocoli constituyé una unidad
experimental. Se muestrearon ocho cabezas de brécoli diferentes en cada punto de
muestreo (0, 7, 14, 21, 28 y 35 dias) para cada condicién de envasado. Cinco
muestras se evaluaron inmediatamente para determinar pérdida de masa,
composicion gaseosa del espacio cabeza, textura, color, apariencia externa,
carotenoides y contenido de clorofila. Tres muestras fueron congeladas y liofilizadas
para el analisis de glucosinolatos y fenoles. En la Figura 7. 1 se muestra un esquema
del disefio experimental y fotos de las cabezas de brécoli en cada sistema de

envasado.
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Nature Fresh®
(PLA/PBAT)

Almacenamiento a 2°C durante 35d.
Muestreo: 0, 7, 14, 21, 28 y 35d.

Figura 7. 1. Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de films de
envasado (No film: sin envasar; LLDPE: polietileno lineal de baja densidad; Nature
Fresh®: acido polilactico y tereftalato adipato de polibutileno) en la calidad externa
y compuestos bioactivos de cabezas de broécoli (cv. Marathon) durante el
almacenamiento a 2°C.

7.1.2. Resultados y discusion

7.1.2.1. Composicion del espacio cabeza

Las cabezas de brdcoli envasadas mostraron una disminucidén significativa de la
concentracion de Oz y aumento de la concentracion de CO2 en el espacio cabeza, en
la primera semana de almacenamiento (p < 0,001) (Figura 7. 2, a-b). Se observo
una evolucién de 02 y CO2 semejante en ambos films de envasado, no existiendo
diferencias significativas en la composicion de gases entre ellos. Esto se explica
debido a que ambos materiales presentan valores de OTR y CTR del mismo orden
(Tabla 5.1). Las cabezas de brécoli envasadas en LLDPE mostraron una tendencia a
alcanzar concentraciones inferiores de 02y superiores de CO2 respecto al brocoli en
Nature Fresh®, lo que es consistente con varios estudios que reportan que la
permeabilidad al Oz y COz de los films de PLA/PBAT son similares o superiores en
comparacion con los films tradicionales (LDPE y BOPP) (Briassoulis & Giannoulis,

2018; Lietal,, 2018; Zhang et al., 2019).

A partir de los dias 7 y 14 se observd un aumento gradual de Oz y disminucion de

CO2, respectivamente. Esta evolucion, que tiende a la composicion del aire, podria
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deberse al sistema de envasado con envoltura autoadhesiva. El sello autoadhesivo
podria deteriorarse con el tiempo (por ejemplo, debido a la condensacion de agua)
disminuyendo la resistencia al flujo de 02 y COz a través del film (Jacobsson et al.,
2004; Caleb et al., 2016). En este sentido, seria conveniente mejorar el sellado para

lograr una adecuada atmosfera de equilibrio en el espacio cabeza.

b 1,8 - —0— No film
1,6 - a —#— Natrure Fresh®
1,4 - —a&— LLDPE
12
&
) 1
8“0,8
0,6
0,4
0,2 b b b b b
16 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 —0—0—0—0¢
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Storage time at 2 2C (d) Storage time at 22C (d)

0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Storage time at 2 °C (d) Storage time at 2 °C (d)

Figura 7. 2. Efecto de la condicion de envasado en: a) composicion de Oz en el
espacio cabeza b) composicién de COz en el espacio cabeza, c) pérdida de masa (ML)
y d) firmeza de cabezas de brocoli durante el almacenamiento a 2 °C. Se representan
los valores medios (n=5) y la desviacién estandar (barras verticales). Letras
distintas indican diferencias significativas entre condiciones de envasado dentro de
un mismo dia (p < 0,05). Condiciones de envasado: no film (—®—), Nature Fresh® (
—%-)and LLDPE (—*—).
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7.1.2.2. Pérdida de masa (ML)

Todas las muestras presentaron un aumento significativo de la ML durante el
almacenamiento (p < 0,001) (Figura 7. 2, c). Las cabezas de brécoli sin envasar
mostraron una ML significativamente mayor en comparaciéon con las cabezas de
brécoli envasadas (p < 0,001), con valores de ML por encima de los limites de
comercializacion (6%) al dia 7 de almacenamiento (14,3 + 0,8 %). Una evolucién
semejante en cabezas de brocoli del mismo cultivar almacenadas a 1°C fue reportada
previamente por (Serrano et al., 2006). Durante las dos primeras semanas de
almacenamiento, los brécolis envasados en LLDPE y Nature Fresh® mostraron
niveles de ML aceptables (2,6% en promedio) sin diferencias significativas entre
ellos. Se obtuvieron diferencias significativas a partir del dia 21, donde brécolis
envasados en Nature Fresh® mostraron una ML mayor (5,6 £ 0,6 %) respecto a los
envasados en LLDPE (2,9 £ 0,1 %). Este resultado concuerda con la menor tasa de
transmisidon al vapor de agua de la pelicula LLDPE, lo que reduce la pérdida de agua
del producto por aumento de la humedad relativa en el interior del envase. Al final
del almacenamiento las muestras presentaron valores de ML de 44,5 + 1,3 %, 11,7
+ 04 %y 46 + 0,3 % para muestras sin envasar, Nature Fresh® y LLDPE,
respectivamente. Resultados analogos fueron informados por Zhang et al. (2019)
para el maracuya, quienes observaron que la ML del maracuya sin envasar fue
significativamente superior respecto a los envasados, y que los envasados en PE y
PLA/PBAT mostraron una evolucion similar durante 21 dias de almacenamiento a

20°C.

Los resultados confirman que la deshidratacion es un factor limitante critico en la
vida util de las cabezas de brécoli y que el envasado ofrece una solucién clave en la
conservacion de este parametro de calidad, al limitar la transferencia de agua del
producto hacia la atmésfera exterior (Jia et al, 2009; Serrano et al.,, 2006). En
términos de ML (considerando como limite de comerciabilidad 6%), la pelicula
Nature Fresh® permitié extender la vida ttil de las cabezas de brdcoli (al menos 21
dias) en comparacion con las sin envasar (menos de 7 dias), pero la redujo en

comparacién con el brocoli envasado en LLDPE (mas de 35 dias).
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7.1.2.3. Firmeza

Se realizd un test de compresidn para evaluar la firmeza/compacidad (firmeza a la
presion) de las cabezas de brécoli, que es una de las caracteristicas mas valoradas

por los consumidores (Hussain et al., 2021; Jacobsson et al., 2004).

Las cabezas de brdcoli mostraron una pérdida significativa de la firmeza durante el
almacenamiento, independientemente de la condicién de envasado (p < 0,001).
Ademas, se encontré un efecto significativo del sistema de envasado sobre la firmeza
(p < 0,0001) (Figura 7. 2., d). Brocolis sin envasar mostraron la mayor pérdida de
firmeza, que disminuy6 en un 52 % al dia 7 y en 85 % al dia 14. Luego permanecieron
sin variaciones significativas hasta el final del almacenamiento. Brocolis envasados
mostraron una disminucién en la firmeza hasta el dia 21, que luego se mantuvo
constante hasta el final del almacenamiento. Brocolis en Nature Fresh® presentaron
valores de firmeza significativamente mas bajos en comparacién con brdcolis en
LLDPE. Al dia 21 (limite de la vida util de Nature Fresh® debido a la pérdida de
masa), la firmeza disminuy6 un 68 % en muestras Nature Fresh® y un 45 % en
muestras LLDPE. Los datos de firmeza y pérdida de masa mostraron un coeficiente
de correlacion de Pearson de -0,795 (p = 0,0002) indicando que existe correlacion
entre estas variables. Resultados similares fueron reportados por Fernandez-Leén
et al. (2013) en cabezas de brocoli durante el almacenamiento en atmdsfera
controlada, quienes también encontraron correlacion entre los valores de pérdida

de peso y firmeza del brocoli.

En este estudio, el fenémeno predominante durante el almacenamiento del brécoli
fue la pérdida de agua que esta directamente relacionada con la pérdida de turgencia
y compacidad. Los cambios de compacidad durante el almacenamiento también
pueden observarse en la Figura 7. 3, donde en los brécolis sin envasar las flores
individuales estan abiertas y los floretes se separan del tallo con apariencia laxa. Sin
embargo, en los brécolis envasados, tanto en Nature Fresh® como en LLDPE, las
flores individuales permanecen cerradas y apretadas entre si, y los floretes
compactos con apariencia firme. Segun el registro fotografico y los resultados de la
evaluacion de la apariencia externa, aunque Nature Fresh® present6 una mayor
pérdida de firmeza en comparaciéon con LLDPE, la misma no impact6 de forma

significativa en la apariencia externa del producto.
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No film LLDPE Nature Fresh®

At harvest

Figura 7. 3. Evolucion de la calidad visual de brécoli sin envasar (No film), brécoli
envasado en film Nature Fresh® y brdcoli envasado en LLDPE durante el
almacenamiento a 22C.

7.1.2.4. Color

El efecto del envasado sobre la evolucion del color coincide con los resultados
obtenidos en las secciones anteriores para floretes de brocoli, donde el envasado

resulté clave en la conservacidn de este importante parametro de calidad.

El sistema de envasado tuvo un efecto significativo (p < 0,05) sobre la luminosidad
(L*), la intensidad/saturacion del color (C*ab) y el tono de color (hab) de las cabezas
de brocoli a lo largo del almacenamiento (Figura 7. 4., a-c). Brécolis sin envasar
presentaron un marcado amarillamiento. L* y C*ab aumentaron con el tiempo de

(41,0 £ 0,2) a (46,5 £ 0,3) y de (11,4 £ 0,5) a (23,2 * 0,4) respectivamente, y hap
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disminuyd significativamente de (135,0 + 0,3) a (117,5 * 0,2) indicando un cambio
de tonalidades verdes a amarillas. No se encontraron diferencias significativas en el
color de broécolis envasados en Nature Fresh® y LLDPE (Figura 7. 4, a-c). El
envasado permitié preservar los parametros L* y C*ab a lo largo del almacenamiento,
y hab disminuy6 levemente (hasta 131,8 en promedio). Estos resultados pueden
visualizarse en la Figura 7. 3, donde es clara la evolucion hacia tonos amarillos en
brécolis sin envasar, mientras que broécolis envasados mantienen el color verde
inicial. El film Nature Fresh® mostré la misma eficacia que el LLDPE para retrasar el
proceso de amarilleo. Esto concuerda con que la composicion del espacio cabeza en
ambos sistemas de envasado fue semejante, y los procesos de degradacion del color
son influenciados en gran medida por la composicién de Oz y CO2 de la atmosfera,
como también fue observado para floretes de brécoli (seccion 6.3) (Caleb et al.,

2016; Fernandez-Leon, et al.,, 2013; Jia et al., 2009; Serrano et al., 2006).
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Figura 7. 4. Efecto de la condicién de envasado en: a) L* b) C*ab, ) hab, y d)
apariencia externa de las cabezas de brdcoli durante el almacenamiento a 22C. Se
representan los valores medios (n=5) y la desviacion estandar (barras verticales).
Letras distintas indican diferencias significativas entre condiciones de envasado
dentro de un mismo dia (p < 0,05). Condiciones de envasado: no film ( —®—), Nature
Fresh® (—%—) y LLDPE (——).

7.1.2.5. Apariencia externa

Todas las muestras mostraron un descenso significativo del puntaje de apariencia
externa durante el almacenamiento (p < 0,05), lo que indica un detrimento de la
calidad organoléptica (Figura 7. 4, d). Cabezas de brocoli sin envasar presentaron
una puntuacion significativamente inferior en comparacién con las cabezas
envasadas, alcanzando valores por debajo de la puntuacion limite de
comerciabilidad al dia 21. No se encontraron diferencias entre brdcolis envasados

en Nature Fresh® y LLDPE (p > 0,05). Ademas, este parametro de calidad no resulté
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limitante de la vida util en ninguna de las condiciones de envasado, dado que el
puntaje se mantuvo por encima del limite de comerciabilidad durante todo el
almacenamiento. Nuevamente, en la Figura 7. 3 se pueden observar los cambios en
la calidad visual a lo largo del tiempo, donde brécolis sin envasar mostraron un
marcado amarilleo y pérdida de compacidad, mientras que brdcolis envasados
retuvieron el color y la apariencia firme. La apariencia externa presentd
correlaciones significativas con la ML (r = 0,945; p < 0,0001), firmeza (r = -0,882; p
=0,0003), C*ab (r=0,915; p=0,0001) y hap (r=-0,960; p < 0,0001), lo que indica que

todos estos parametros contribuyen significativamente a la apariencia externa.

Es importante destacar que las cabezas de brécoli envasadas en Nature Fresh® no
mostraron diferencias en la apariencia externa en comparacién con las envasadas

en LLDPE, a pesar de la mayor reduccién de peso y firmeza.

7.1.2.6. Contenido de glucosinolatos (GSL)

Se identificaron cuatro GSL en las muestras de broécoli analizadas, uno alifatico:
glucorafanina (GRA) y tres indoélicos: glucobrasicina (GB), 4-metoxiglucobrasicina
(MGB) y neoglucobrasicina (NGB). El glucosinolato predominante fue GRA, que
representd el 48,2 % de los GSL totales, seguido por GB, NGB y MGB con 26,3 %, 20,8
% y 4,7 %, respectivamente. Este perfil coincide con el determinado en floretes de

brécoli de este cultivar (cv. Marathon) en la seccion 6.2.

El contenido de GSL fue estable durante los 35 dias de almacenamiento a 2°C,
independiente del tipo de envase e incluso en cabezas expuestas al aire (Figura 7.
5, a). Esto coincide con trabajos que reportan conservaciéon de GSL durante el
almacenamiento a 1-4°C de cabezas de brécoli, aunque los periodos de
almacenamiento estudiados son mas cortos (maximo 21 dias) (Fernandez-Ledn et
al., 2013; Rybarczyk-Plonska et al., 2016; Song & Thornalley, 2007; Rangkadilok et
al., 2002). Sin embargo, otros autores han reportado un descenso significativo del
contenido de GSL en cabezas de brocoli almacenadas entre 1°C y 20°C (Jones et al,,
2006; Rodrigues & Rosa, 1999; Vallejo et al., 2003b). En cabezas de brocoli del
mismo cultivar (Marathon), Vallejo et al. (2003) reportaron pérdidas de hasta un

71% y 40% para GSL indélicos y alifaticos respectivamente, luego de 7 dias de
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almacenamiento a 1°C. Nuestros resultados no estan de acuerdo con estos reportes,
e indican que el contenido de GSL durante el almacenamiento a bajas temperaturas

es estable, mientras el producto no esté en un estado avanzado de deterioro.

Brocolis envasados en LLDPE mostraron un incremento significativo del contenido
de GSL totales a lo largo del almacenamiento, desde 15,17 + 1,65 pmol/g (dia 0) a
23,80 £ 1,20 umol/g (dia 35). Brocolis en Nature Fresh® también presentaron una
tendencia creciente, desde 15,17 + 1.65 umol/ga 19,62 + 1,43 umol/g (dia 35), pero
el incremento no fue estadisticamente significativo. En consecuencia, el incremento
del contenido de GSL durante el almacenamiento podria estar vinculado a la
aplicacion del MAP. Esto coincide con los resultados obtenidos en la seccién 6.2.,
donde floretes de brécoli MAP (del mismo cultivar) almacenados a 2°C presentaron
un incremento en el contenido de GSL totales con el tiempo. Los resultados estan
alineados con reportes donde el incremento de GSL ha sido asociado a una respuesta
al estrés causada por la modificacién de la atmosfera circundante, entre otros

factores (Rybarczyk-plonska et al., 2016; Torres-Contreras et al., 2017).

Hasta el dia 21, no existieron diferencias significativas en el contenido GSL totales
entre brocolis en diferentes sistemas de envasado (excepto el dia 7 donde Nature
Fresh® presentd un valor mas alto en comparacién con las muestras sin envasar y
LLDPE) (Figura 7. 5, a). Los resultados coinciden con los obtenidos en la seccion 6.2
para floretes de brécoli, donde moderadas modificaciones de la atmésfera no
tuvieron impacto en la conservacion de GSL a 2°C. A los dias 28 y 35, brdcolis en
LLDPE mostraron un mayor contenido de GSL en comparacion con los envasados en
Nature Fresh® y sin envasar. La menor firmeza de estas muestras podria explicar
este resultado, ya que la degradacion y descompartimentacion del tejido hace que
mirosinasa y GSL entren en contacto aumentando la hidrdlisis de estos compuestos.
Sin embargo, no se encontr6 correlacion entre los datos de firmeza y contenido de

GSL que respalde esta hipdtesis.

Se observo un cambio en el perfil de GSL a lo largo del tiempo para todas las
condiciones de envasado (Figura 7. 5, b-e), probablemente por los diferentes
mecanismos de sintesis y degradacion de cada grupo de compuestos en respuesta a
los factores externos (como se vio en la seccion 6.2). Independientemente de la

condicion de envasado, se observd un incremento del contenido de GSL indélicos a
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lo largo del tiempo. Resultados semejantes fueron observados para floretes de
brécoli almacenados a 2°C (seccion 6.2). Si se compara el dia de la cosecha (dia 0)
con el dia 35, el mayor incremento lo presentaron las cabezas MAP, las cuales
presentaron un incremento significativo de GB, MGB y NGB. El contenido de GRA
permanecié constante en brocolis sin envasar y en los envasados en Nature Fresh®
(p > 0,05), observandose una tendencia decreciente. Brocolis en LLDPE mostraron
un descenso significativo al dia 7 y 14, seguido de un incremento en los dias 21 y 28
donde se alcanzo el contenido inicial de GRA. La evolucién del perfil de GSL es
consistente a lo largo de esta Tesis, donde se observa incremento de GSL indélicos
mientras que la GRA muestra estabilidad o degradacién durante el almacenamiento.
La sintesis de novo de GSL como respuesta al estrés se ha vinculado principalmente
a los mecanismos de sintesis de GSL inddlicos, lo que coincide con el incremento de
GB, NGB y MGB identificados en estos estudios (Jones et al., 2006; Verkerk et al.,
2001).

Varios trabajos informan que las atmésferas controladas y modificadas ayudan a
preservar el contenido de GSL de cabezas de brdcoli durante el almacenamiento
(Fernandez-Leon et al,, 2013; Jones et al., 2006). Sin embargo, la mayor parte de la
literatura recomienda modificaciones drasticas de la atmésfera (concentraciones de
Ozinferiores al 10% y de CO2 superiores al 5%) (Fernandez-Ledn et al,, 2013). Este
estudio sugiere que durante el almacenamiento a bajas temperaturas (2°C) no se
requiere modificacion de la atmosfera para la conservacién de GSL en cabezas de
brocoli. También sugiere que ligeras modificaciones de la atmodsfera, como las
generadas al envasar las cabezas de brdcoli en Nature Fresh® y LLDPE, aumentaron

el contenido total de GSL.
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neoglucobrasicina f) carotenoides g) clorofila a h) clorofila b. Se representan los
valores medios (n = 3) y la desviacion estandar (barras verticales). Letras distintas
indican que existen diferencias significativas entre sistemas de envasado dentro del
mismo dia segin el Test de Tukey (p < 0,05). Condiciones de envasado: no film ( —e—
), Nature Fresh® (—#-) and LLDPE (——).

7.1.2.7. Acidos hidroxicindmicos (HCA)

Los acidos sinapicos y sus derivados fueron el grupo predominante de HCA
identificados en las cabezas de brocoli (caracterizaciéon que coincide con las
secciones anteriores). La evolucidn de estos compuestos a lo largo del tiempo fue la
misma para todas las condiciones de envasado, sin diferencias significativas entre
ellas. El contenido de HCA se mantuvo constante hasta el dia 14, a partir de donde
se observo un aumento desde 1,89 * 0,16 pmol/g a 3,58 + 0,19 umol/g. Luego, el
contenido de HCA se mantuvo sin cambios hasta el final del almacenamiento. Los
resultados coinciden con los obtenidos en la seccién 6.2, por lo que se podria
concluir que temperaturas Optimas de almacenamiento permiten conservar e
incluso incrementar el contenido de estos compuestos, independientemente del
sistema de envasado. La acumulacion de estos compuestos podria deberse a la
induccidén de la biosintesis por estrés abidtico (Villarreal-Garcia et al., 2016) o por la
produccién de especies reactivas de oxigeno durante el proceso de senescencia

(Hasperué et al., 2015).

7.1.2.8. Contenido de clorofilas y carotenoides

La evolucion del contenido de clorofilas y carotenoides fue similar, existiendo fuerte
correlacion entre estas variables (Figura 7. 5, f-h). Fernandez-Leon et al. (2013)
también observaron una evolucién estadisticamente equivalente entre

carotenoides, clorofila a y clorofila b a lo largo del almacenamiento de brécoli.

En todas las muestras, el contenido de clorofilas disminuy6 significativamente (p <
0,05) durante el almacenamiento (Figura 7. 5, g-h). Resultados similares fueron
obtenidos por Yamauchi et al. (1997) para floretes de brdcoli, quienes reportaron
un descenso del contenido de clorofila a y b durante el almacenamiento (4 dias a

15°C) independientemente si se modificaba la atmdsfera o no. En este estudio,
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existié efecto del envasado y broécolis MAP preservaron mejor el contenido de
clorofilas que brécolis sin envasar (p < 0,05). Este resultado concuerda con lo
reportado en otros trabajos, donde se observaron menores descensos de clorofila
en brécoli cuando se aplico la tecnologia de MAP que cuando no se aplicé (Biichert
et al, 2011; Caleb et al,, 2016; Serrano et al.,, 2006; Zhang et al., 2021). Se sabe que
tanto la modificacion de la atmoésfera y la humedad relativa que se logran al envasar
son factores que inciden en la retencion del color, y son los que explican la mayor
retencion de pigmentos. Al dia 35, las muestras de LLDPE presentaron mayor
contenido de clorofila a y b (2,57 + 0,17 mg/g de clorofila total) respecto a las
muestras Nature Fresh® (2,20 + 0,13 mg/g de clorofila total). Posiblemente, las
diferencias en la humedad relativa entre las condiciones de envasado (debido a la
tasa de transmision del vapor de agua) podrian explicar la mayor retencién de
clorofila de las muestras de LLDPE (Caleb et al., 2016). Ademas, el contenido de
clorofila a y b se correlacionaron significativamente con la ML (r =-0,925 y -0,896),
firmeza (r = 0,955 y 0,972), C*a (r = -0,803 y -0,760), hab (r = 0,879 y 0,846) y
apariencia externa (r = -0,941 y -0,933) (ver Figura 7S. 1, en el material
suplementario). Por lo tanto, el contenido de clorofila estuvo directamente

relacionado a los procesos de senescencia de las cabezas de brocoli.

El contenido de carotenoides disminuy6 tanto en las muestras sin envasar como en
las envasadas. La disminucidn fue significativamente mayor en el brocoli sin envasar
(de 210,9 + 3,3a88,1 £ 6,1 mg/g) en comparacion con Nature Fresh® (a 139,8 + 2,0
mg/g) y LLDPE (a 159,4 + 2,5 mg/g). Resultados similares fueron reportados por
Fernandez-Ledn et al. (2013), quienes observaron una reduccién en el contenido de
f3-caroteno durante el almacenamiento, que fue mas pronunciado en brécolis sin
envasar que en los MAP. No se encontraron diferencias significativas en el contenido
de carotenoides entre cabezas envasadas en Nature Fresh® y LLDPE, por lo que

ambos films fueron igualmente eficaces en reducir las pérdidas de carotenoides.

7.1.2.9. Andlisis de componentes principales (PCA)

Los componentes principales 1y 2 (PC1 y PC2) del PCA explicaron el 78,8 % de la

variabilidad de los datos. La mayoria de las variables estuvieron bien representadas
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y correlacionadas con el PC1, excepto el contenido de GSL que fue mejor
representado por le PC2 (Figura 7. 6). Al igual que los resultados en floretes de
brécoli, la mayoria de las variables estuvieron correlacionadas con un mismo
componente indicando correlaciéon entre dichas variables y que se encuentran
vinculadas a procesos senescencia. El PC1 se correlacioné positivamente con las
variables que disminuyeron su valor a lo largo del almacenamiento: firmeza,
apariencia externa, hab, y contenido de clorofilas y carotenoides. A su vez, estas
variables se correlacionaron negativamente con aquellas que presentaron un
aumento a lo largo del almacenamiento: ML, L*, C*a y contenido HCA. El contenido
de GSL mostro una calidad de representacion media en los componentes principales
1y 2 y no mostro correlacion significativa con ninguna de las variables estudiadas

(Figura 7S.1.)

PCA graph of variables
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Figura 7. 6. Representacion de diferentes parametros de calidad de cabezas de
brocoli almacenadas a 2°C en diferentes sistemas de envasado (sin envasar, Nature
Fresh®y LLDPE), en el primer y segundo componente del analisis de componentes
principales.

En la Figura 7. 7 se representan las muestras en los PC1 y PC2 del PCA. Los broécolis
recien cosechados se distiguen del grupo de muestras alamcenadas, ubicandose
hacia valores positivos tanto en el PC1 como en el PC2. Se puede observar que

brocolis envasados en NatureFresh® y LLDPE muestran caracteristicas similares.
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Estas muestras se agrupan mayormente hacia valores positivos del PC1, indicando
valores relativamente altos de apariencia externa, hab, firmeza, carotenoides y
clorofilas. A medida que aumenta el tiempo de almacenameinto las muestras se
ubican hacia valores menores del PC1 y PC2. Por otro lado, se distinguen
significativamente las muestras sin envasar, que se ubican alo largo de PC1 en orden
descendente seglin el tiempo de almacenamiento, caracterizdndose por valores

mayores de ML, L* y C*ab.
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Figura 7. 7. Representacion de muestras de brocoli en distintos sistemas de
envasado (sin film °, NatureFlex® y LLDPE ) con distinto tiempo de
almacenamiento, en el primer y segundo componente del analisis de componentes
principales.

7.1.3. Conclusiones parciales

Se evalu6 la idoneidad de un nuevo film biodegradable basado en PLA y PBAT
(Nature Fresh®), para su aplicaciéon en el envasado de cabezas de brocoli. El
envasado fue crucial para prolongar la vida util de este producto. Brécolis envasados
en Nature Fresh® y LLDPE mostraron una evolucidn similar en la composicion de la
atmdsfera interna, color, contenido de acidos hidroxicinamicos, carotenoides y
apariencia externa durante el almacenamiento postcosecha a 2°C. La evolucion de la
pérdida de masa y la firmeza del brécoli fueron las principales diferencias entre los
films. Sin embargo, la mayor pérdida de masa y firmeza del brdcoli envasado en
Nature Fresh® no tuvo un impacto significativo en la calidad visual del producto. El
envasado en Nature Fresh® permitio preservar en gran medida el contenido de
compuestos bioactivos y extender la vida util de cabezas de brécoli al menos 21 dias
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(limitada por la pérdida de masa), periodo adecuado de comercializacion. Por lo
tanto, este film podria ser una alternativa viable de empaque para la
comercializaciéon de brécoli, contribuyendo a reducir pérdidas postcosecha y a la
reduccion de residuos plasticos. Se deben considerar estudios adicionales para
determinar la idoneidad del film Nature Fresh® a otras temperaturas de

almacenamiento.
7.1.4. Material suplementario
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Figura 7S. 1. Mapa de calor de correlaciéon de Pearson para los parametros de
calidad evaluados en cabezas de brocoli (cv. Marathon) a lo largo del
almacenamiento postcosecha.
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7.2. Film a base de celulosa para el envasado en atmdsfera modificada: Efecto

sobre el contenido de fitoquimicos y calidad externa de floretes de brécoli
7.2.1. Disefio experimental

Cabezas de brocoli (cv. Legacy) se obtuvieron y procesaron como se describe en
Materiales y Métodos (4.1). Los floretes se dividieron al azar en 3 grupos

homogéneos, uno por cada sistema de envasado:

e Control: Sin modificacion de la atmdsfera, envasados en bolsas de PP macro
perforadas (diametro de la perforacion = 1000 um; 2,25 perforaciones/cm?).

e PP_mp: Bolsas de BOPP de 17 x 20,5 cm (30 um de espesor) con dos lineas
de micro perforaciones (de 100 um de diametro) y 45 mm de separacion
entre perforaciones. Las caracteristicas del film son las descritas para el
BOPP-CAD45 en el capitulo 5 (5.1.2.1.).

e NatureFlex: Bolsas a base de celulosa, de 17 x 20,5 cm (23,3 um de espesor),
comercializadas bajo el nombre de NatureFlex™ NVS23 (Futamura Group,
Reino Unido). Las caracteristicas del film fueron descritas en el capitulo 5
(5.1.2.1.).

Aproximadamente 105 * 3 g de floretes de broccoli (4 unidades) se colocaron

dentro de las bolsas y se termosellaron. Las bolsas fueron almacenadas a 4°C

durante 14 dias. Cada bolsa constituy6 una unidad experimental. En tiempos de
almacenamiento preseleccionados (0, 3, 9 y 14 dias), se muestrearon para su
andlisis 3 unidades experimentales de cada condicién de envasado. Durante el
almacenamiento se determind: las concentraciones de Oz y CO2 en el espacio
cabeza, la pérdida de masa, color, textura (firmeza del tallo), apariencia externa,
contenido de glucosinolatos y acidos hidroxicinamicos. En la Figura 7. 8 se
muestra un esquema del disefio experimental descrito y la nomenclatura

empleada para referirse a cada uno de los tratamientos estudiados.
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[ Floretes de brécoli }
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Figura 7. 8. Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto del film de
envasado en la calidad externa y compuestos bioactivos de floretes de brécoli (cv.
Legacy) envasados en atmdsfera modificada pasiva, almacenados a 4°C.

7.2.2. Resultados y discusion

7.2.2.1. Composicion gaseosa del espacio cabeza

Las muestras NatureFlex mostraron un rapido cambio de la composicion del espacio
cabeza, alcanzando al dia 3 concentraciones de O2y CO2de 2,4 + 1,2y 22,5 + 1,6 kPa
respectivamente (Figura 7. 9). Segun la bibliografia, concentraciones de CO:2
superiores a 20 kPa podrian inducir mecanismos fermentativos, causando
detrimento de la calidad del producto. A lo largo del tiempo hubo una acumulacién
excesiva de COz (40,4 + 1,6 kPa al dia 9) y un agotamiento de Oz (0,5 kPa al dia 9) lo
que hace a este material inviable para su aplicacion en el envasado de brdcoli en

estas condiciones (sin perforar y a 4°C).

Las muestras PP_mp mostraron una modificacion leve de la atmoésfera (p < 0,05),
con concentraciones de equilibrio significativamente superiores de 02 (17,5 + 0,7
kPa) e inferiores de CO:z (3,6 + 0,8 kPa) respecto al film NatureFlex. La evolucién
observada coincide con los resultados obtenidos para floretes envasados en BOPP-

CADA45 de las secciones 6.2y 6.3.
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Figura 7. 9. Evolucién de la composicién gaseosa del especio cabeza de floretes de
brécoli almacenados a 4°C en diferentes sistemas de envasado: Control “#, PP_mp
— #® =, NatureFlex . Las barras verticales representan la desviacion estandar (n
= 3). Letras distintas implica que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
sistemas de envasado dentro del mismo dia de almacenamiento.

7.2.2.2. Pérdida de masa (ML)

El film de envasado tuvo un efecto significativo en la evolucion de la ML a lo largo
del almacenamiento (Figura 7. 10 - A). Los floretes envasados en NatureFlex
presentaron una marcada ML, significativamente superior a la de los floretes
envasados en PP_mp e incluso ala delos floretes Control (0,0001 < p). Este resultado
llama la atencion, debido a que el film de celulosa ofrecié menor barrera al vapor de
agua que el film macro perforado. En la Figura 7. 10 - B se muestra la evolucién de
la humedad relativa (RH) en los distintos sistemas de envasado. Se puede observar
el comportamiento particular del sistema NatureFlex, donde la RH disminuye
durante los primeros dias de almacenamiento y luego (a partir del dia 8) comienza
a aumentar paulatinamente, pero siempre se mantiene en valores inferiores
respecto a los sistemas Control y PP_mp. Este comportamiento permite inferir que
existe una interaccion entre el film de celulosa y las moléculas de agua en la
atmosfera circundante. Estudios recientes explican que la presencia de grupos
polares y sitios activos en los films a base de polisacaridos conducen a una
interaccion constante con la humedad ambiental, ganando o perdiendo moléculas

de agua hasta alcanzar la humedad de equilibrio (Cazén et al, 2020). Esta
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interaccion provoca cambios en la estructura que pueden modificar
significativamente las propiedades de difusion de las moléculas de agua a través de
estos films (Cazon et al., 2020). Segun la literatura, las moléculas de agua adsorbidas
incrementan la movilidad, flexibilidad y el volumen libre de la matriz celulésica,
aumentando la permeabilidad al vapor de agua (WVP) (Y. Liu et al., 2021b). Es decir
que, ademas de que inicialmente el film de celulosa presenta mayor WVP respecto a
un film convencional, su WVP se incrementa al incrementarse la RH del ambiente.
Esto explica la evolucion observada de la RH dentro del envase, y la marcada ML de
los floretes envasados en NatureFlex. Este fendmeno podria afectar
significativamente la calidad del producto y también su rentabilidad econémica. Al
dia 9 de almacenamiento, las muestras NatureFlex presentaron una ML del 7,6%
(mas de tres puntos porcentuales por encima de las muestras Control) que excederia

el valor maximo admisible para su comercializacién.

Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores que han evaluado la
aplicacion de films a base de celulosa en productos frescos. Por ejemplo, Belay et al.
(2018) reportaron una mayor ML en granada envasada en NatureFlex™ (3,8%)
respecto a las envasadas en BOPP (0,7%). lerna et al. (2017) envasaron papas IV
gama en films de NatureFlex™ y PE, reportando ML de 6,4% y 0,4% en 9 dias,
respectivamente. Caleb et al.,, (2016) utilizaron films de BOPP con ventanas de
celulosa para el envasado de brocoli y también observaron una ML

significativamente superior respecto a brocolis envasados en films convencionales.

Por lo tanto, la alta permeabilidad al vapor de agua y la interaccién con la RH del film
NatureFlex™ podria ser una limitante para su aplicacién en productos de alta tasa
de transpiraciéon como el bréocoli. A continuacion, se evaluara el impacto de este nivel

de pérdida de masa sobre otros parametros de calidad del brécoli.

174



CAPITULO 7.

12 1 105 -
A a B
10 - ---ik--- Control
-= & -PP_mp
8 —@®— NatureFlex a
< H
— .
= 6 .
4
85 [JControl
2 | & PP_mp
_i O NatureFlex
o === - T | 80 T T T T T T T |
0 3 6 9 12 15 0 50 100150200250300350400
Storage time (d) Storage time (h)

Figura 7. 10. A: Pérdida de masa de floretes de brdcoli almacenados a 4°C en
diferentes sistemas de envasado: Control ~#, PP_mp — ¢ —, NatureFlex —*—. Las
barras verticales representan la desviacion estandar (n = 3). Letras distintas implica
que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre sistemas de envasado dentro
del mismo dia de almacenamiento. B: Evolucion de la humedad relativa dentro del
envase en floretes de brdcolis envasados en diferentes films y almacenados a 4°C.

7.2.2.3. Textura

El tipo de envase tuvo un efecto significativo en la dureza del tallo de floretes de
brécoli durante el almacenamiento (Figura 7. 11). Con un comportamiento
semejante al observado en secciones anteriores (6.1 y 6.3), la dureza del tallo se
increment6 en floretes control (al dia 14) y se mantuvo sin cambios en las muestras
PP_mp. Por otro lado, los floretes en NatureFlex presentaron una pérdida
significativa de la dureza del tallo durante el almacenamiento. Como se explic6 en
otras secciones, en general se observa un incremento de la dureza del tallo (como
fuerza de corte o penetracidon) durante el almacenamiento refrigerado. Esto esta
asociado a la pérdida de agua en las células y a procesos de lignificaciéon. Sin
embargo, las muestras NatureFlex presentaron la mayor pérdida de masa y un
marcado descenso de la dureza (12% y 38% para los dias 9 y 14 respectivamente).
Este comportamiento podria deberse al desarrollo de procesos fermentativos en el
tejido (producto de la baja concentracion de Ozen la atmdésfera) que podrian generar
una concentracion excesiva de etanol endégeno dafiando la estructura del tejido y

degradando los floretes (Techavuthiporn et al., 2021). Por lo tanto, el film de
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NatureFlex no mostré ser una buena alternativa al film convencional para mantener

la textura de floretes de brécoli.
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Figura 7. 11. Cambio en la dureza, evaluada como dureza del tallo, durante el
almacenamiento a 4°C de floretes de brécoli en distintos sistemas de envasado:
Control ~#+, PP_mp — ¢ —, NatureFlex . Las barras verticales representan la
desviacion estandar (n = 3). Letras distintas implica que existen diferencias
significativas (p < 0,05) entre sistemas de envasado dentro del mismo dia de
almacenamiento.

7.2.2.4. Color

El tipo de envase tuvo efecto significativo en la evolucidn del color de los floretes
(Figura 7. 12). Como se observo en experiencias anteriores, floretes expuestos al
aire mostraron un aumento de L* C*ap y descenso hab (p < 0,001), indicando
deterioro significativo del color y confirmando la importancia de la tecnologia MAP
en la preservacion de la calidad (Figura 7. 12, Ay B). El PP_mp permiti6 conservar
el color, no existiendo diferencias significativas en ninguno de los parametros de
color entre floretes recién cosechados y almacenados durante 14 dias. Floretes
envasados en NatureFlex presentaron un comportamiento particular. No se observo
degradaciéon del color verde, sino que se observé un oscurecimiento durante el
almacenamiento. L* disminuyé6 y hay aumentdé significativamente. Este

comportamiento podria estar asociado al desarrollo del metabolismo fermentativo.
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Techavuthiporn et al. (2021) observaron oscurecimiento de floretes de brécoli
expuestos a condiciones de anoxia y explicaron que las bajas concentraciones de O2
o la acumulaciéon de etanol en el tejido podria enlentecer los procesos en
cloroplastos y cromoplastos, y preservar la membrana tilacoidal haciendo que la
clorofila no se metabolice normalmente. Ademas, una exposiciéon prolongada del
producto a condiciones de anoxia, provocaria acumulacién excesiva de etanol

enddgeno generando lesiones en el tejido de color verde oscuro.

En el presente estudio no se observaron sintomas de lesiones tisulares, pero si se
observé un detrimento sensorial vinculado a la pérdida de firmeza y al desarrollo

de olores no caracteristicos.
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Figura 7. 12. A) Parametros colorimétricos (L*, C*ab, hav) de floretes de broécoli el
dia de la cosecha (“At harvest”) y ultimo dia de muestreo: dia 14 para floretes
almacenados a 4°C en distintos sistemas de envasado. Las barras verticales
representan la desviacion estandar (n=3). Letras distintas indican que existen
diferencias significativas entre distintos sistemas de envasado (Control, PP_mp y
NatureFlex) segun el Test de Tukey (p < 0,05). “*” indican que existen diferencias
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significativas entre muestras envasadas en diferentes films y el producto el dia de la
cosecha segun el Test de Dunnett (o = 0,05). B) Registro fotografico de la apariencia
externa de floretes de brocoli envasados en distintos films y almacenados durante
14 dias a 4°C.

7.2.2.5. Evaluacion sensorial

Todas las muestras presentaron un detrimento de la calidad sensorial con el tiempo,
existiendo diferencias significativas en funcién del sistema de envasado (Figura 7.
13). Floretes PP_mp fueron los que preservaron en mayor medida los atributos
evaluados, presentando valores por encima del limite de comercializacién hasta el
final del almacenamiento. Floretes Control mostraron una rapida y significativa
disminucion del puntaje de color, coincidiendo con lo observado en los resultados
del color instrumental (Figura 7. 12 - A) y registros fotograficos (Figura 7. 12 - B).
Por lo tanto, la apariencia general también disminuy6 significativamente, y al dia 9
de almacenamiento mostraron valores por debajo del limite de comercializacion.
Floretes envasados en NatureFlex no mostraron diferencias significativas en el color
respecto a floretes PP_mp. Sin embargo, mostraron un marcado descenso en el
puntaje de olor caracteristico, donde al dia 9 presentaron el minimo puntaje de la
escala. En consecuencia, la apariencia externa también disminuy¢6 hasta el puntaje
minimo. Por lo tanto, se puede inferir que las condiciones gaseosas establecidas
dentro del envase NatureFlex propiciaron el desarrollo del metabolismo
fermentativo, produciendo sustancias volatiles que generaron olores extrafios y
desagradables, reduciendo la vida ttil de los floretes de brocoli. Mastrandrea et al.
(2017) también observaron un incremento de olores desagradables durante el
almacenamiento (a 5 y 15°C) de hojas de rucula envasadas en films con baja
permeabilidad al Oz (concentraciones de equilibrio menores a 5 kPa), atributo que
limit6 la vida util del producto y la redujo respecto al producto almacenada sin

modificacion de la atmosfera.

Los compuestos azufrados (principalmente sulfuro de dimetilo y disulfuro de
dimetilo) son los principales volatiles generados durante el almacenamiento del
brécoli y su produccidn se ve incrementada en condiciones de anoxia y/o elevadas
temperaturas de almacenamiento. Presentan un fuerte olor desagradable y su

presencia en concentraciones elevadas se asocia a productos deteriorados
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(Mastrandrea et al, 2017). Los volatiles que contienen azufre pueden ser
sintetizados o productos de degradacién de compuestos azufrados como los
glucosinolatos (Caleb et al., 2016; G. Yuan et al,, 2010). Se producen por deterioro
de las membranas lipidicas, asi como por pérdida de compartimentacién
intracelular, lo que promueve reacciones enzimaticas de degradacion. Esta
explicacién coincide con los resultados de este estudio, donde floretes envasados en
NatureFlex mostraron una pérdida significativa de masa, firmeza (variables
vinculadas a la integridad de las membranas celulares) y glucosinolatos totales
(como se ve en 7.2.2.6). Ademas, las condiciones de anoxia son propicias para el
crecimiento de bacterias acido-lacticas, capaces de utilizar compuestos azufrados
como fuente de energia y producir volatiles que contribuyen a la generaciéon de

malos olores (Palani et al., 2016).
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Figura 7. 13. Evolucion de atributos sensoriales durante el almacenamiento a 4°C
de floretes de brocoli en distintos sistemas de envasado: Control ~#+,PP_mp — ¢ -
, NatureFlex —*—. Las barras verticales representan la desviacion estandar (n = 3).
Letras distintas implica que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
sistemas de envasado dentro del mismo dia de almacenamiento.

7.2.2.6. Contenido de glucosinolatos (GSL)

El contenido total de GSL en los floretes fue de 26,4 + 0,5 pumol g1 y se identificaron
cuatro GSL; uno alifatico: glucorafanina (GRA) y 3 inddlicos: neoglucobrasicina
(NGB) (GSL predominante con 71% del total), glucobrasicina (GB) y

metoxiglucobrasicina (MGB) (en concentraciones bajas, representando menos de un
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1% del total). Esta caracterizacion coincide con las obtenidas en ensayos anteriores

con el cultivar Legacy (secciones 6.1y 6.3).

El material de envasado tuvo un efecto significativo en la evolucion del contenido de
GSL durante el almacenamiento de los floretes (Figura 7. 14, A). Las muestras
Control y PP_mp presentaron una evolucion semejante a las ya observadas
(secciones 6.2 y 6.3). La modificacién de la atmésfera permitié conservar el
contenido de GSL totales en los floretes, mientras que los expuestos al aire
mostraron una pérdida significativa en el tiempo (27% a los 14 dias). Un
comportamiento similar se observo para los GSL individuales (Figura 7. 14, B-D).
El envasado en NatureFlex no logr6 preservar el contenido de GSL vy,
contrariamente, presenté la mayor pérdida de GSL totales (66%) e individuales
(71%, 92% y 60% para GRA, GB y NGB respectivamente). La pronunciada pérdida
de GSL en los floretes envasados en NatureFlex se atribuye al desarrollo del
metabolismo fermentativo. Se ha visto que los GSL son afectados significativamente
durante estos procesos. Por ejemplo, se han reportado pérdidas de 90% y 100% en
5y 7 dias respectivamente, para repollo blanco en condiciones de anoxia. Ademas,
se observo disminucién en el contenido de GB y aumento de indol-3-carbinol (el
isotiocianato derivado) (Palanini et al., 2016). Makino et al. (2018) reportaron
degradacion de GSL y aumento de sulforafano (isotiocianato derivado de la GRA) en
floretes de brocoli expuestos a anoxia combinado con elevadas concentraciones de
COz2. Palani et al. (2016) concluyeron que la degradacion de GSL en condiciones de
baja concentracion de Oz se debe al efecto combinado de degradacion enzimatica y
degradaciéon microbiana, ya que los microorganismos que proliferan en estas
condiciones gaseosas (como las bacterias acido-lacticas) son capaces de degradar
GSL y usarlos como fuente de energia. En la Figura 7. 15 se muestran
cromatogramas donde se pueden ver los picos correspondientes a los GSL
individuales y la degradaciéon de estos compuestos en muestras envasadas en

NatureFlex respecto a las muestras recién cosechadas.
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Figura 7. 14. Evolucidn del contenido total de glucosionlatos (A), glucorafanina (B),
glucobrasicina (C) y neoglucobrasicina (D) durante el almacenamiento a 4°C de
floretes de brécoli en distintos sistemas de envasado: Control ~#, PP_.mp — ¢ —,
NatureFlex —*—. Las barras verticales representan la desviacion estandar (n = 3).
Letras distintas implica que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre
sistemas de envasado dentro del mismo dia de almacenamiento.
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Figura 7. 15. Cromatogramas a 227 nm de muestras de brécoli: A) recién
cosechado, B) envasado en NatureFlex y almacenado durante 14 dias a 4°C.

7.2.2.7. Acidos hidroxicindmicos (HCA)

Floretes en PP_mp conservaron el contenido de HCA durante el almacenamiento,
mientras que las muestras Control presentaron un descenso leve pero significativo
(Figura 7. 16). Resultados semejantes se obtuvieron en la seccién 6.3, confirmando
la importancia del MAP en la retencién de estos compuestos bioactivos. Sin
embargo, floretes envasados en NatureFlex mostraron una pérdida total de HCA al
final del almacenamiento. Por lo tanto, se infiere que los procesos fermentativos
(generados por concentraciones de 02 extremadamente bajas) producen una
importante degradacion de estos compuestos en el brdcoli. La degradacion de
compuestos fenoélicos ha sido reportada en procesos de fermentacién en repollo
(Harbaum et al., 2007). En la Figura 7. 17 se muestra un ejemplo de cromatograma
a 320 nm de una muestra de brdcoli recién cosechado y de una envasada en
NatureFlex y almacenada durante 14 dias a 4°C. En la misma se puede observar la
degradacion de componentes sufrida durante el almacenamiento en las condiciones

mencionadas.

182



CAPITULO 7.

@
[S2 B

N
oW

=
[ N

HCA (umol/g)
-

=

«--{ik--- Control

05 = & = PP_mp
—@— Natureflex
0
0 3 6 9 12 15

Storage time (d)

Figura 7. 16. Evolucion del contenido de acidos hidroxicindmicos durante el
almacenamiento a 4°C de floretes de brocoli en distintos sistemas de envasado:
Control ~#, PP_mp — ® —, NatureFlex —*—. Las barras verticales representan la
desviacion estandar (n = 3). Letras distintas implica que existen diferencias
significativas (p < 0,05) entre sistemas de envasado dentro del mismo dia de
almacenamiento.
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Figura 7.17. Cromatogramas a 320 nm de muestras de brocoli: A) recién cosechado,
B) envasado en NatureFlex y almacenado durante 14 dias a 4°C.
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7.2.3. Conclusiones parciales

Se evalu6 la idoneidad de un film a base de celulosa (NatureFlex™) para su
aplicacion en el envasado de brécoli. El film NatureFlex resulté inadecuado para el
envasado de brocoli en las condiciones de estudio. El producto presenté una alta
pérdida de masa y las concentraciones de 02 y CO2 establecidas desencadenaron
procesos fermentativos indeseables, acompafiados con pérdida de textura,

desarrollo de malos olores y pérdida de compuestos bioactivos.

Los resultados demostraron que condiciones de envasado inadecuadas pueden
disminuir significativamente la calidad y vida util de floretes de brocoli, incluso en

comparacién con el almacenamiento sin modificacion de la atmdsfera.

Dadas las limitantes identificadas para la aplicacion del film de celulosa, en la
siguiente seccion se considerara la realizacion de perforaciones para aumentar la
permeabilidad y obtener mejores resultados en la conservaciéon de floretes de

brécoli.
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7.3. Film de celulosa perforado para el envasado de floretes de bracoli: Efecto
del incremento de la temperatura de almacenamiento sobre el contenido

de fitoquimicos y vida util
7.3.1. Disefio experimental

Cabezas de brocoli (cv. Legacy) se obtuvieron y procesaron como se describe en
Materiales y Métodos (4.1). Los floretes se dividieron al azar en 3 grupos

homogéneos, uno por cada sistema de envasado:

e Control: Sin modificacién de la atmdsfera (idem 7.2.1)

e PP_mp: Bolsas de BOPP microperforadas (idem 7.2.1)

e NatureFlex_p: Bolsas a base de celulosa (idem 7.2.1), a las cuales se les
realiz6 una perforacién mecanica con una aguja hipodérmica de 0,6 mm de
diametro.

Aproximadamente 105 * 3 g de floretes de broccoli se colocaron dentro de las bolsas
y se termosellaron. Después del envasado, cada grupo (Control, PP_mp y

NatureFlex_p) se subdividi6é en dos grupos:

e Almacenamiento a 4°C (temperatura recomendada)
¢ Almacenamiento a 4°C y posterior aumento a 15°C durante los dos dias
previos al muestreo (simulando condiciones de abuso de temperatura en la
cadena de suministro)
Las muestras se almacenaron durante 21 dias. Cada bolsa constituy6 una unidad
experimental. En tiempos de almacenamiento preseleccionados (0, 7, 14 y 21 dias),
se muestrearon para su analisis 5 unidades experimentales de cada condicidn.
Durante el almacenamiento se determiné: las concentraciones de 02 y CO2z en el
espacio cabeza, pérdida de masa, color, textura (dureza del tallo y compacidad del
florete), apariencia externa, contenido de glucosinolatos y acidos hidroxicindmicos
y recuento de microorganismos aerobios, mohos y levaduras. En la Figura 7. 18 se

muestra un esquema del disefio experimental.
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Figura 7. 18. Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto del film de
envasado y temperatura de almacenamiento en la calidad externa y compuestos
bioactivos de floretes de brocoli (cv. Legacy) envasados en atmosfera modificada
pasiva.

7.3.2. Resultados y discusion

7.3.2.1. Composicion del espacio cabeza

La composicion del espacio cabeza mostré la evolucién habitual, con descenso
significativo de la concentracion de Oz y aumento de la de COz para los floretes MAP.
El film NatureFlex perforado mostré concentraciones de equilibrio de O2 menores y
de CO2 mayores respecto a los floretes envasados en PP_mp (Figura 7. 19). Las
diferencias de composicion entre los dos sistemas de envasado fueron significativas
a 4°C, mientras que en el aumento a 15°C no hubo diferencias significativas. Esto
puede deberse a que la permeabilidad de los films presenta diferente dependencia
con la temperatura y con la humedad relativa (RH) (Macedo et al., 2013). La
permeabilidad a los gases del BOPP es independiente de la RH, mientras que la
permeabilidad de los films de celulosa se incrementa significativamente con la RH,
debido a que la adsorciéon de moléculas de agua incrementa el volumen libre
interfibrilar proporcionando mayor espacio para la migraciéon de moléculas (Cazén
et al, 2020; Y. Liu et al,, 2021b; Okugawa et al., 2023; Reishofer et al., 2022). Este

fenomeno podria explicar porque a mayores temperaturas (donde la tasa de
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transpiracion es mayor) no existen diferencias estadisticas en la evoluciéon de Oz y

COzdentro de los envases.

En las condiciones del estudio, el film NatureFlex perforado permitié alcanzar
composiciones atmosféricas cercanas a las recomendadas para este producto (Jones
et al, 2006). Como es esperado, el incremento de temperatura generé menores
concentraciones de 02 y mayores de COz respecto a floretes conservados a 4°C, pero

en ningun caso se generaron condiciones o riesgo de anoxia.

4°C 4°C/15°C

---4&--- Control
5 = & = PP_mp
—@— NatureFlex_p

0 0
0 7 14 21 0 7 14 21
20

20 C D

15 =
) )
= <
< 10 S
&)

Storage time (d) Storage time (d)

Figura 7. 19. Evolucién de la composicién gaseosa del especio cabeza en floretes de
brécoli envasados en diferentes films (Control ~*®, PP_mp - ® —, NatureFlex_p
—*—) alo largo del almacenamiento a 4°C (Ay C) y a 4°C/15°C (B y D). Las barras
verticales representan la desviacion estandar (n = 5). Letras distintas implica que
existen diferencias significativas (p < 0,05) entre sistemas de envasado dentro del
mismo dia de almacenamiento.
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7.3.2.2. Pérdida de masa (ML)

Al igual que se observd en la seccion 7.2, los floretes envasados en NatureFlex
presentaron la mayor ML a lo largo del almacenamiento (Figura 7. 20). Al dia 7 de
almacenamiento, la ML fue superior al 6% lo que podria limitar su vida util. El
aumento de temperatura tuvo un impacto significativo en la ML en muestras

NatureFlex_p y Control, que se increment6 al aumentar la temperatura.

20 4°C 20 4°C/15°C .
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Figura 7. 20. Pérdida de masa de floretes de brdocoli almacenados a 4°Cy a 4°C/15°C
en diferentes sistemas de envasado: Control “#, PP_mp = ¢ =, NatureFlex_p

Las barras verticales representan la desviacién estandar (n = 5). Letras distintas
implica que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre sistemas de envasado
dentro del mismo dia de almacenamiento.

Para los sistemas de envasado NatureFlex_p y PP_mp se cuantific6 el agua perdida a
través del film (mediante cuantificacion de la masa total del sistema: floretes + film)
y la masa de agua condensada sobre el film (mediante la diferencia entre la masa
total perdida por el sistema y la masa perdida por los floretes) (Figura 7. 21 - A).
Como resultado se obtuvo que, el sistema PP_mp no presenté perdida significativa
de masa, por lo tanto, el agua perdida por los floretes condens6 en el envase
practicamente en un 100%. Contrariamente, el sistema NatureFlex_p present6 una
pérdida significativa de masa, siendo mayor la masa de agua pérdida a través del
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film que la masa de agua condensada en el mismo. Estos resultados se corresponden
con la mayor permeabilidad al vapor de agua que presenta el film NatureFlex
respecto al film de BOPP (Macedo et al., 2013). Ademas, para el caso de NatureFlex
se observo que un incremento de la temperatura aumenté la proporciéon de agua
perdida a través del film respecto al agua condensada. Esto podria indicar que la
permeabilidad al vapor de agua de NatureFlex aument6 al aumentar la temperatura
de almacenamiento. En el sistema PP_mp no se observé efecto de la temperatura en
la ML total del sistema ni de los floretes de brodcoli. Macedo et al. (2013)
determinaron la permeabilidad de films NatureFlex y BOPP a diferentes niveles de
temperatura y RH. Reportaron que la permeabilidad al vapor de agua de NatureFlex
es entre 2 y 4 veces mayor que la del BOPP, y que NatureFlex presenta mayor
incremento de la permeabilidad con la temperatura que el BOPP. Los resultados
obtenidos en este ensayo concuerdan con lo reportado en la literatura. En la Figura
7. 21 - B se muestran floretes de brocoli envasados en los sistemas PP_mp y
Natureflex_p donde en el primero se puede observar mayor condensaciéon de agua
que en el segundo. En consecuencia, la mayor permeabilidad de NatureFlex presenta
como ventaja una menor condensacion dentro del envase, evitando el crecimiento
de hongos y detrimento prematuro del producto. Como desventaja, la pronunciada

pérdida de masa podria afectar la calidad de los floretes y acortar su vida util.
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A
PP_mp B Agua perdida a traves del film
4°C
Agua condensada sobre el film
PP_mp
4°C/15°C

NatureFlex_p
4°C

NatureFlex_p
4°C/15°C

25

Figura 7. 21. A) Distribucién de la pérdida de masa en los sistemas de envasado
PP_mp y NatureFlex p: vapor de agua condensado dentro del envase () y
transmitido a través del film hacia el exterior (*), después de 21 dias
almacenamiento a 4°C y 4°/15°C. Se representan los valores medios (n = 5) y las
barras horizontales representan la desviacion estandar. B) Brécolis envasados en
films NatureFlex perforado (NatureFlex_p) y BOPP microperforado (PP_mp) y
almacenados 21 dias a 4°C.

7.3.2.3. Tasa respiratoria (RRO2)

Se determiné la RROz el dia de la cosecha y luego de 21 dias de almacenamiento,
encontrandose un efecto significativo tanto de la temperatura como del sistema de
envasado. A 4°C, floretes Control y PP_mp no presentaron diferencias en la RRO2
respecto al producto recién cosechado. Sin embargo, floretes NatureFlex_p
presentaron un incremento respecto al dia de la cosecha, y la RRO:z fue

significativamente mayor en comparaciéon a la de los floretes Control y PP_mp

190



CAPITULO 7.

(Figura 7.22). Dado que los floretes envasados en NatureFlex presentaron la menor
concentracion de Oz, podria esperarse una menor tasa respiratoria. Sin embargo,
por las condiciones en que se realiza la medida, la misma brinda informacién del
estado fisiolégico del vegetal, y una mayor tasa respiratoria podria indicar un mayor
nivel de estrés en el tejido. Teniendo en cuenta la importante pérdida de masa
experimentada en esta condicién, es probable que el estrés y baja RH tengan el
efecto de incrementar la tasa respiratoria explicando estos resultados (Guevara et
al., 2006). En la bibliografia se encuentra ampliamente reportado que el incremento
de la temperatura genera un aumento en la RRO:z de hortalizas, y esto es lo que se
observa en los resultados de este estudio. El film de envasado tuvo un efecto
semejante en los floretes transferidos a 15°C, donde las muestras NatureFlex_p
presentaron la mayor RRO2. En esta condicién, se observé una mayor RRO2 en
floretes Control respecto a los PP_mp, permitiendo inferir que el MAP en BOPP
microperforado disminuy6 la actividad metabdlica del tejido respecto a los sin
envasar. Dado que esta diferencia no se observo en floretes mantenidos a 4°C, se
podria concluir que el efecto de la atmosfera en los procesos metabdlicos resulta
mas significativo cuando se incrementa la temperatura de almacenamiento, como

ha sido observado a lo largo de esta Tesis.
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Figura 7. 22. Tasa respiratoria de floretes de brocoli medida en Oz (mLO2z kg1 h-1),
el dia de la cosecha y al dia 21 de almacenamiento a 4°C y a 4°C/15°C en diferentes
sistemas de envasado: Control, PP_mp y NatureFlex_p. Los resultados estan
expresados como el promedio * la desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre condiciones de temperatura segun el test de
Tukey (p < 0,05). “*” indican diferencias significativas entre floretes almacenados y
floretes recién cosechados (dia 0) (Test de Dunnett, a = 0.05).

7.3.2.4. Textura

Para la firmeza o compacidad (medida como fuerza a la compresion) y dureza en el
tallo (medida como fuerza a la penetracion) se observaron evoluciones que

coinciden con los resultados de las secciones anteriores.

Se observa una disminucién significativa de la firmeza a lo largo del almacenamiento
en todas las condiciones (p < 0,05), excepto en floretes envasados en PP_mp y
almacenados a 4°C donde los valores de firmeza se conservan durante todo el
periodo (Figura 7. 23). Respecto al efecto del sistema de envasado en la firmeza,
existieron diferencias significativas entre floretes PP_mp y NatureFlex_p, donde
floretes PP_mp presentaron mayor firmeza respecto a floretes NatureFlex p.
Floretes Control presentan valores intermedios. La firmeza se correlacion6 con la
pérdida de masa, como se habia observado en 6.2 para floretesy en 7.1 para cabezas,
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con valores de correlacién de Pearson de -0,974 (p =0,002) y-0,933 (p = 0,005) para
los sets de datos de 4°C y 4°C/15°C respectivamente.

La dureza en el tallo present6 un incremento a lo largo del tiempo (como ya fue
observado en otros casos de estudio). La excepcion fueron los floretes MAP
almacenados 4°C que preservaron los valores de dureza durante el almacenamiento.
Por lo tanto, se destaca que el film NatureFlex perforado permitié conservar la
dureza de floretes de brocoli, presentando una evolucién similar al sistema PP_mp
(a diferencia de los resultados obtenidos con el film NatureFlex sin perforar en la
seccion anterior). Los floretes Control presentaron el mayor incremento de dureza.
Esta variable tendi6 a estar correlacionada con la concentraciéon de Oz y COz del
especio cabeza, aunque la correlaciéon no fue estadisticamente significativa (p >
0,05). El incremento de dureza podria estar vinculado a procesos de lignificaciéon
mediados por enzimas. La composiciéon de 02 y CO2 podria afectar la actividad
enzimatica, y es por esto que el MAP podria mitigar el endurecimiento del tallo
respecto a floretes expuestos al aire. Segtin la bibliografia, el incremento de la dureza
también podria estar relacionado con la pérdida de masa (Serrano et al.,, 2006). En
este ensayo no se encontrd correlacion entre estas variables, resultados que
coinciden con los obtenidos en las secciones 6.1 y 6.3, donde se observa cierta
correlacion positiva, pero sin significancia estadistica. Por lo tanto, se concluye que,
si bien la pérdida de masa puede contribuir al incremento de dureza, existen otros

mecanismos implicados (como ya fue discutido en la seccién 6.1).

En sintesis, NaturaFlex no permitié conservar la firmeza ya que esta esta
fuertemente correlacionada con la pérdida de masa, que en el caso de este film es
alta consecuencia de la alta permeabilidad al vapor de agua. Sin embargo, evito el
incremento de dureza del tallo. En secciones siguientes se analizara el impacto de la

pérdida de masa y firmeza en otros parametros de calidad relevantes.
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Figura 7. 23. Evolucion firmeza (A - B) y dureza en el tallo (C - D) de floretes de
brocoli envasados en diferentes sistemas de envasado: Control ~#, PP_.mp — ¢ -,
NatureFlex_p —®— durante el almacenamiento a 4°C y 4°C/15°C. Las barras
verticales representan la desviacion estandar (n = 5). Letras distintas implica que
existen diferencias significativas entre sistemas de envasado dentro del mismo dia
de almacenamiento segun el test de Tukey (p < 0,05).

7.3.2.5. Color

Tanto el film NatureFlex_p como PP_mp permitieron conservar los pardmetros de
color de floretes de brécoli durante el almacenamiento, sin diferencias significativas
entre ellos. hab fue el Unico parametro que presenté una disminucion el dia 21
(respecto el valor del dia 0) en floretes MAP en la condicién 4°C/15°C (Figura 7.
24). Los parametros colorimétricos mostraron correlacién significativa con la

composicion de Oz y COz del espacio cabeza, evidenciando la importancia del MAP

194



CAPITULO 7.

en la conservacion de este pardmetro de calidad, como ya se fue determinado en
estudios anteriores (6.3). Los valores de los coeficientes de Pearson se pueden ver
en el Material suplementario (Figura 7S. 2). En el registro fotografico puede
observarse el detrimento del color de floretes sin envasar, y la preservacién en
floretes MAP independiente del film de envasado (Figura 7. 25). También se aprecia
que el incremento de temperatura tiene un impacto negativo en el color de floretes

MAP al final del periodo de almacenamiento.
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Figura 7. 24. Evolucién de los pardmetros colorimétricos L* y hab de floretes de
brocoli envasados en diferentes sistemas de envasado: Control ~#+, PP_.mp — ¢ —,
NatureFlex_p —®— durante el almacenamiento a 4°C y 4°C/15°C. Las barras
verticales representan la desviacion estandar (n = 5). Letras distintas implica que
existen diferencias significativas entre sistemas de envasado dentro del mismo dia
de almacenamiento segln el test de Tukey (p < 0,05).
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Figura 7. 25. Registro fotografico de la evolucion de la apariencia externa de floretes
de brécoli envasados en distintos films y almacenados durante 21 dias a 4°C y
4/15°C.

7.3.2.6. Evaluacion sensorial

La evolucién de los atributos sensoriales presenté la evolucién habitual,
disminuyendo de forma significativa a lo largo de almacenamiento (Figura 7. 26).
Floretes Control presentaron un rapido descenso del color (independientemente de
la condicién de temperatura) y, en consecuencia, de la apariencia externa, con
valores por debajo del limite comercial al dia 14 de almacenamiento. Floretes MAP,
independientemente del film y temperatura, permitieron preservar en mayor
medida los atributos sensoriales de los floretes y presentaron valores por encima
del limite comercial durante todo el periodo. No existieron diferencias significativas
en ninguno de los atributos sensoriales entre floretes envasados en PP_mp y en
NatureFlex_p, por lo que la mayor pérdida de masa y firmeza determinada en las
muestras NatureFlex_p no tuvo un impacto significativo en la calidad organoléptica.
Los atributos sensoriales se correlacionaron significativamente (p < 0,05) con los
parametros de color instrumental (L* y hap). También se observo correlacién entre
atributos sensoriales y composicion de Oz y CO2 del espacio cabeza, pero no fue

estadisticamente significativa (p > 0,05) (Figura 78S. 2).
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Figura 7. 26. Evolucion de atributos sensoriales (puntaje de 1 a 5) de floretes de
brécoli envasados en diferentes sistemas de envasado: Control ~®, PP_mp — ¢ —,
NatureFlex_p —*— durante el almacenamiento a 4°C y 4°C/15°C: (A-B) Color, (C-D)
Olor caracteristico, (E-F) Apariencia externa. Las barras verticales representan la
desviacion estandar (n = 3). Letras distintas implica que existen diferencias
significativas entre sistemas de envasado dentro del mismo dia de almacenamiento
segln el test de Tukey (p < 0,05).
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7.3.2.7. Contenido de glucosinolatos (GSL)

En el brocoli recién cosechado se identificaron 5 GSL: uno alifatico (glucorafanina)
y cuatro inddlicos (glucobrasicina, neoglucobrasicina, 4-hidroxiglucobrasicina y 4-
metoxiglucobrasicina). La glucobrasicina (GB) fue el GSL mayoritario (44,8%),
seguido por la glucorafanina (GRA) (34,7%), neoglucobrasicina (NGB) (15,6%), 4-
metoxiglucobrasicina (MGB) (3,8%) y 4-hidroxiglucobrasicina (HGB) (1,1%). El
grupo predominante fue el de los GSL inddlicos. Esta caracterizacidn coincide con
las realizadas en experiencias anteriores para el cultivar Legacy. Ademas, también
coincide con el perfil reportado por Casajus et al. (2021) para el mismo cultivar. Por
lo tanto, se podria inferir que el cultivar Legacy se caracteriza por una
predominancia de GSL del tipo indélicos. Los parametros de almacenamiento
postcosecha (como temperatura, RH, composiciéon atmosférica, etc.) pueden tener
un impacto diferente en el contenido de GSL dependiendo del tipo, por lo que resulta
relevante contar con la caracterizacion de los cultivares a modo de determinar su

idoneidad para distintos productos, aplicaciones y tecnologias.

No se observaron pérdidas de GSL totales durante el almacenamiento en ningunas
de las condiciones estudiadas (Figura 7. 27). Por lo tanto, a diferencia del film de
celulosa sin perforar (7.2.), el film de celulosa perforado generdé condiciones
propicias para la conservacion de estos compuestos. El aumento de la temperatura
durante 2 dias no tuvo un impacto significativo, y el contenido de GSL totales

también se conservod en esta condicion.

La evolucion de los GSL se asemeja a las obtenidas en las secciones 6.1 y 6.2. Se
concluye que temperaturas de almacenamiento de 4°C (o menores) permiten
conservar el contenido de GSL en floretes de brocoli, sin necesidad de
modificaciones drasticas de la atmosfera interior. Hacia el final del almacenamiento,
los floretes en NatureFlex_p presentaron el mayor contenido de GSL y los floretes
Control el menor, por lo que se infiere que la modificacion de la atmésfera permitio
incrementar el contenido de estos compuestos (Figura 7. 27). Por lo tanto, el film
de celulosa perforado fue exitoso en la conservacion de los GSL, generando

condiciones que parecen haber contribuido al incremento de estos compuestos.
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Se obtuvo correlacion significativa (p = 0,04) entre el contenido de GSL totales y la
concentracion de Oz (r entre -0,975 y -0,998) y COz (r entre 0,977 y 0,975) del
espacio cabeza (Figura 78S. 2). Resultados que estan alineados con los obtenidos en

la seccion 6.2.
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Figura 7. 27. A) Evolucién del contenido total de glucosionlatos durante el
almacenamiento a 4°C y 4°C/15°C de floretes de brdcoli en distintos sistemas de
envasado: Control ~®, PP_.mp — ® —, NatureFlex_p —*—. Las barras verticales
representan la desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre condiciones de envasado dentro del mismo dia de
almacenamiento segin el test de Tukey (p < 0,05). B) Contenido total de
glucosinolatos al dia 0 (“At harvest”) y al dia 21, desglosado por glucosinolatos
individuales. Letras diferentes indican diferencias significativas entre condiciones
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de envasado segun el test de Tukey (p < 0,05). “*” indican diferencias significativas
entre floretes recién cosechados y floretes almacenados durante 21 dias (Test de
Dunnett, a = 0.05).

Como ya ha sido mencionado, en la literatura cientifica se reportan importantes
pérdidas de GSL (tanto en cabezas como en floretes) si el producto se mantiene
expuesto al aire e incluso durante MAP, observandose menores pérdidas al aplicar
MAP (Howard et al.,, 1997; Rodrigues & Rosa, 1999; Vallejo et al,, 2003; Jia et al,,
2009). Ademas, la mayoria de los trabajos recomiendan concentraciones de Oz bajas
(menores al 5%) y de CO2z altas (mayores al 15%) para lograr la conservacion de

estos compuestos (Jones et al., 2006; Schreiner et al., 2007).

Como contribuciéon en el area, este trabajo determina que, a temperaturas
recomendadas, es posible conservar e incrementar el contenido de GSL durante un
almacenamiento prolongado (21 dias), sin modificaciéon de la atmoésfera o con
modificaciones moderadas (lo que verifica los resultados obtenidos en secciones
anteriores). Se determinaron condiciones de envasado y almacenamiento que
parecieran haber permitido la predominancia de mecanismos de sintesis frente a
mecanismos de degradacién de GSL. Existen algunos reportes que coinciden con
estos hallazgos, reportando conservacion de GSL, y en algunos casos aumento de
GSL indolicos, aunque la mayoria de los trabajos estudian periodos relativamente
cortos de almacenamiento y/o no indican las condiciones gaseosas del espacio
cabeza (Rangkadilok et al., 2002; Song & Thornalley, 2007; Torres-Contreras et al.,
2017; Verkerk et al,, 2001).

El incremento de GSL observado en esta experiencia (y a lo largo de esta Tesis), se
puede atribuir a una combinacién de factores vinculados al procesamiento,
tecnologia y cultivares empleados. Las operaciones de corte (durante la generacion
de los floretes) provocan dafios en el tejido que ponen en contacto enzima y sustrato,
pero también generan un tipo de estrés abidtico que desencadena mecanismos de
sintesis. En el MAP, donde se cuantificé mayor contenido de GSL, la reduccién de O2
e incremento de CO2 podrian disminuir la actividad mirosinasa (esto coincide con
los resultados de la seccion 7.3.2.8. Actividad mirosinasa) y generar mayor estrés,
haciendo que predominen las vias de sintesis frente a la degradaciéon enzimatica
(Torres-Contreras et al., 2017). Los mecanismos asociados a este comportamiento

fueron discutidos en la seccion 6. En la Figura 7. 27 - B (y Figura 7S. 3 en Materiales
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suplementarios) se puede observar que el incremento de GSL totales viene dado
principalmente por la acumulacién de GSL inddlicos. La mayor acumulacién de estos
compuestos frente a la de GSL alifaticos se ha relacionado con la activacién de
peroxidasas inducida por heridas, que cataliza el paso limitante de la velocidad en
la conversion de triptéfano a glucosinolatos indélicos (Casajus et al., 2021; Stahl et
al., 2016; Torres-Contreras et al,, 2017; Starzynska et al., 2003). Que la variedad
estudiada se caracterice por predominancia de GSL indélicos, podria explicar el
incremento de GSL observado durante el almacenamiento. La MGB fue el GSL que
presenté mayor incremento durante el almacenamiento de los floretes (increment6
su concentracion entre 6 y 14 veces respecto a la concentracion inicial). Esto
también se observé en la seccion 6.1 para el cv. Legacy y en las secciones 6.2y 7.1
para el cv. Marathon; y ha sido reportado por otros autores (Casajus et al., 2021;

Rybarczyk-plonska et al., 2016; Torres-Contreras et al.,, 2017; Yi et al.,, 2016).
Por lo tanto, se concluye que:

e Las condiciones de envasado y almacenamiento ensayadas generaron
condiciones adecuadas para la conservacion, e incluso el incremento, de GSL
en floretes de broécoli del cultivar Legacy durante el almacenamiento
postcosecha.

e El film de celulosa perforado resulté adecuado y generd condiciones
propicias para incrementar el contenido de GSL y asi preservar el potencial
saludable de floretes de brocoli, tanto a temperaturas de almacenamiento
recomendadas como durante el incremento abrupto a temperaturas

abusivas.

7.3.2.8. Actividad mirosinasa (Myr)

El sistema GSL-Myr es un sistema de defensa presente solo en plantas del género
Brassica, que provee a la planta mecanismos de defensa contra herbivoros y
patégenos (Xie et al.,, 2022). Por otro lado, los productos de la hidrolisis de GSL
mediados por la enzima Myr (isotiocianatos) tienen multiples beneficios para la
salud. Es por ello que entender la relacion entre el contenido de GSL y actividad Myr

ha comenzado a ganar interés en los estudios de postcosecha con el objetivo de
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conservar el potencial nutracéutico de estas hortalizas (Lim et al., 2015). Sin
embargo, el papel de la Myr en la definicion de la calidad de los vegetales aiin no es
claro. Por ejemplo, se ha reportado una correlacién positiva entre el contenido de
sulforafano (isotiocianato derivado de la glucorafanina) y la actividad Myr (J. G. Lee
etal, 2017; Lim et al., 2015). Si bien los isotiocianatos son los que tienen la actividad
bioactiva, y desde ese punto de vista interesa su alto contenido, también han sido
asociados a la generacion olores y sabores extrafios en los vegetales. Ademas, se ha
observado que presentan una menor estabilidad durante la postcosecha respecto a
los GSL (J. G. Lee et al,, 2017). No se encontraron trabajos publicados en donde se
estudie la relacion entre la actividad Myr y la calidad de los vegetales y es por ello

que este trabajo buscé generar informacién al respecto.

De los andlisis de correlacion entre la actividad Myr y las variables de calidad, no se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos (p > 0,05). De todos modos, se
dejan planteadas algunas hipoétesis de posibles relaciones entre variables, que

deberan ser confirmadas con estudios posteriores.

Se observé que la actividad Myr se mantuvo o descendié durante 21 dias de
almacenamiento. Descensos estadisticamente significativos se obtuvieron en las
muestras NatureFlex_p y en las muestras control almacenadas a 4°C/15°C (Figura
7. 28). Reducciones de la actividad Myr durante la postcosecha fueron reportadas
para rabano, y atribuidas a procesos de senescencia (Lee et al., 2017; Lim et al,,
2015). En este trabajo no se encontraron resultados concluyentes que correlacionen
actividad Myr y variables que indiquen senescencia en broécoli. Para el
almacenamiento a 4°C/15°C, se observé una tendencia de correlacién entre
actividad Myr y parametros colorimétricos y actividad Myr y atributos sensoriales.

Para las muestras almacenadas a 4°C no se encontroé correlacion.

Las muestras que presentaron mayor pérdida de masa fueron las que presentaron
menor actividad Myr. Se plantea la hipotesis de que la pérdida de agua podria
disminuir la actividad enzimatica, ya que podria afectar la disponibilidad de agua,
estructura de la enzima y otros factores condicionantes de su actividad (Tetteh et
al., 2019; Yabar et al,, 2011). En estudios en rabano se ha reportado que la pérdida
de agua podria ocasionar pérdida de viabilidad celular y deterioro del sistema GSL-

Myr (J. G. Lee etal., 2017).
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A 4°C, se observd una tendencia a que muestras expuestas a menores
concentraciones de Oz y mayores de CO2 presentaron menor actividad Myr. A
4°C/15°C no se observo dicha tendencia. Se deja planteada la hip6tesis de que, en
condiciones de refrigeracion, la modificaciéon de la atmoésfera podria disminuir la
actividad Myr. El incremento de la temperatura podria desencadenar otros
mecanismos, haciendo que no se observe efecto de la composiciéon atmosférica
sobre la actividad enzimatica. Estos resultados podrian contribuir a explicar la
mayor conservacion de GSL en floretes MAP observada a lo largo de esta Tesis. En la
literatura es escasa la informacion sobre el efecto de la concentracion gaseosa sobre
la actividad Myr, y los reportes existentes son contradictorios. En linea con la
hipodtesis planteada, se ha reportado efecto inhibitorio de la actividad Myr a
concentraciones de CO:z elevadas, pero el mecanismo de accién adn es desconocido
(Dunford & Temelli, 1996; Jia et al., 2009; Rodriguez-Hernandez et al., 2014). Por
otro lado, también se encontraron reportes de modulacién positiva de genes
asociados con la actividad Myr (BoTGG1y BoTGGz) durante el crecimiento de plantas
expuestas a concentraciones elevadas de CO2 (Almuhayawi et al., 2020; Wiesner-
Reinhold et al,, 2021). Esto deja de manifiesto de que atn existe desconocimiento
acerca de como la concentracién atmosférica puede modular la actividad de esta
enzima y de su rol en la conservacion de compuestos bioactivos en los vegetales del

género Brassica.
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Figura 7. 28. Actividad mirosinasa de floretes de brocoli el dia de la cosecha (At
harvest) y después de 21 dias de almacenamiento a 4°C y a 4°C/15°C en distintos
sistemas de envasado. Los resultados estdn expresados como el promedio * la
desviacidn estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
condiciones de envasado segun el test de Tukey (p < 0,05). “*” indican diferencias
significativas entre floretes recién cosechados y floretes almacenados durante 21
dias (Test de Dunnett, a = 0.05).

Respecto a la relacion entre el contenido de GSL y actividad Myr, se encontrd
correlacion negativa significativa (r=- 0,881; p = 0,002; grados de libertad = 7) para
muestras almacenadas a 4°C (Figura 7. 29). Esta correlacion podria indicar que
floretes con mayor actividad Myr estan expuestos a una mayor degradacion de GSL.
Esto esta en linea con reportes que identifican correlacion positiva entre la actividad
Myr y los productos de degradacion de los GSL (isotiocianatos) (J. G. Lee et al., 2017;
Lim et al,, 2015; Xie et al., 2022). Sin embargo, la correlacién entre actividad Myr y
contenido de GSL no se observo para floretes almacenados a 4°C/15°C (r = 0,221, p
=0,568) (Figura 7. 29). Tiene sentido que en algunas condiciones exista correlaciéon
y en otras no, ya que la concentracién de GSL no solo depende de su hidrdlisis, sino
también de los mecanismos de sintesis, como ha quedado demostrado en esta Tesis.
En la bibliografia no se encontraron reportes de la correlacion entre actividad Myr
y GSL, pero si se encontraron reportes de correlaciones fuertes y significativas de la

actividad Myr y el contenido de isotiocianatos (J. G. Lee et al,, 2017; Lim et al., 2015;
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Yang et al, 2022). Por ejemplo, estudios recientes en brdécoli indican que el
contenido de sulforafano y de indol-3-metanol se correlacionaron positivamente
con la expresion de genes relacionados con la actividad Myr (Yang et al., 2022).
Estudios en rabano indicaron que el contenido de sulforafano depende en mayor

medida de la actividad de la Myr que del contenido de GSL (J. G. Lee et al., 2017).

4°C 4°C/15°C
0,024 0,018

oo X "og X
o 0022 % = 0017

0,016 X
£ ooz X S x
[=) 0,018 X -,..>< o 0,015 ..................... % X
g E 0014
S 0,016 : = X X
B -, X 2 0,013 o
g 0014 X 5 £ 0012
&)
@ 0,012 g 0,011
2 0,01 s 0,01

20 25 30 15 20 25 30
Total GSL (umol/g) Total GSL (umol/g)

Figura 7. 29. Actividad mirosinasa (pmol/min g) vs. contenido total de
glucosinolatos (umol/g) en floretes de broécoli almacenados 21 dias en diferentes
films de envasado y temperaturas de almacenamiento.

Se deja planteada la hipo6tesis de que, en condiciones de refrigeracion, floretes de
brocoli con mayor actividad Myr podrian estar expuestos a mayor degradacion de
GSL. Ademas, en estas condiciones, una mayor modificacidon de la atmosfera podria
disminuir la actividad Myr y contribuir a la preservacion de GSL durante la
postcosecha. Se requieren mayores trabajos de investigacion que permitan

confirmar las hipdtesis formuladas a partir de este estudio.

7.3.2.9. Acidos hidroxicindmicos (HCA)

Al igual que en caracterizaciones anteriores, los acidos sinapicos y sus derivados
fueron el grupo predominante de HCA. El contenido promedio fue de 3,22 + 0,71
umol g1, el cual se mantuvo constante durante los 21 dias de almacenamiento,
independientemente del envase empleado y del incremento abrupto de la
temperatura de almacenamiento. Estos resultados son consistentes con las
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experiencias anteriores, concluyéndose que a temperaturas de 4°C (o inferiores) los
HCA se conservan durante la postcosecha, independientemente del sistema de
envasado. Ademas, el incremento de temperatura durante dos dias no presenta

efecto significativo en el contenido de estos compuestos.

7.3.2.10. Andlisis de componentes principales (PCA)

Se realiz6 un PCA en el cual los componentes principales 1 y 2 (PC1 y PC2)
explicaron el 76% de la variabilidad de los datos. Este analisis corrobora algunos de
los resultados obtenidos en analisis anteriores. Nuevamente, se observoé correlacion
entre parametros colorimétricos, atributos sensoriales y dureza, variables que se
correlacionaron con el PC1 (Figura 7. 30 - A). Firmeza y pérdida de masa (ML) se
correlacionaron con el PC2, e inversamente entre ellas (resultado semejante al
obtenido para cabezas de brécoli en 7.1). El contenido de GSL también se
correlaciono con el PC2, no observandose en esta representacion correlacién con los
parametros de calidad externa, como se habia observado en andlisis realizados en
ensayos anteriores. Sin embargo, en el mapa de calor de correlaciones (Figura 78S.
2), se observa correlacion significativa entre GSL y atributos de calidad externa,
especialmente cuando se incrementa la temperatura de almacenamiento. Ademas,
en el mapa de correlaciones también se obtuvo correlacidn significativa entre GSL y
composicion gaseosa, infiriéndose que la composicién de gases es determinante del
contenido de GSL del producto. Los HCA no estuvieron bien representados por los

PC1 y PC2 no pudiéndose sacar conclusiones.

Se obtuvo una representacion grafica de las muestras de brdcoli envasadas y
almacenadas, en la cual se pueden distinguir tres grupos que coinciden con los
distintos materiales de envasado (Figura 7. 30 - B). En relaciéon con la

representacion de las muestras en el PC1 y PC2, se puede interpretar que:

e Las muestras NatureFlex_p se ubican hacia valores positivos del PC2, en
orden creciente a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento. Esto
implica que floretes envasados en este material se caracterizan por mayores

valores de pérdida de peso, menores de firmeza y mayor contenido de GSL.
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Las muestras PP_mp fueron el grupo con las caracteristicas mas cercanas a
las muestras recién cosechadas. Se caracterizaron por preservar los
parametros colorimétricos, de textura y atributos sensoriales.

Las muestras control se ubican a lo largo del PC1, en orden descendente a
medida que se incrementa el tiempo de almacenamiento. Esto indica que la
principal caracteristica de estas muestras es el detrimento causado por la
pérdida de color, incremento en la dureza del tallo y detrimento en los

atributos sensoriales.
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A PCA graph of variables
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Figura 7. 30. A) Representacion de diferentes parametros de calidad de floretes de
brocoli en el primer y segundo componente del analisis de componentes principales.
B) Representacion de muestras de floretes de brocoli almacenadas a 4 y 4/15°C,
durante distintos tiempos (0 “At harvest”, 7, 14 y 21 dias) en distintos sistemas de
envasado (Control ", NatureFlex® y PP_mp © ), en el primer y segundo
componente del andlisis de componentes principales.
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7.3.2.10. Calidad microbioldgica

Para evaluar la aptitud del producto en términos microbioldgicos se utilizé como
referencia el Real Decreto 3484 /2000 de la legislaciéon espafiola. Se tomaron como
referencia los parametros establecidos para el Grupo D, que refiere a “comidas
preparadas envasadas, a base de vegetales crudos” (Tabla 7. 1). Uruguay y el

Mercosur no cuentan con normativas para productos minimamente procesados.

Tabla 7. 1. Normas microbiolégicas para comidas preparadas envasadas a base de
vegetales crudos (grupo D)(BOE, 2001.).

Dia de fabricacion Dia de caducidad
Recuento total de n=>5, c=2 n=>5, c=2
aerobios mesofilos m=105, M=10¢ m=10¢6, M=107

(UEC/g)

n = nimero de unidades de la muestra

m = valor umbral del nimero de bacterias. El resultado se considerara satisfactorio si todas
las unidades que componen la muestra tienen un nimero de bacterias igual o menor que m.
M = valor limite del nimero de bacterias. El resultado se considerara no satisfactorio si una
o varias unidades que componen la muestra tienen un nimero de bacterias igual o mayor
que M.

¢ = ndmero de unidades de la muestra, cuyo nimero de bacterias podra situarse entre my
M. La muestra seguira considerandose aceptable si las demas unidades tienen un nimero
de bacterias menor o igual a m.

El sistema de envasado tuvo un efecto significativo en el recuento microbiano (p <
0,01). Alos 14 dias de almacenamiento, floretes sin envasar presentaron recuentos
microbiolégicos por encima del valor umbral (106 ufc/g) independientemente de la
temperatura de almacenamiento, limitando su vida util a menos de 14 dias. E1 MAP
resulté crucial para prolongar la vida util de los floretes, que a los 14 dias de
almacenamiento presentaron recuentos aceptables a ambas temperaturas de
almacenamiento (Figura 7. 31 - A). El film de NatureFlex perforado mostro los
mejores resultados, presentando recuentos significativamente inferiores respecto
al film de PP microperforado. Este resultado puede explicarse a la menor humedad
relativa en los envases NatureFlex, que limita el crecimiento microbiano (Figura 7.

31-AyB).
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Figura 7. 31. Recuento de aerobios mesdfilos, en unidades formadoras de colonia
por gramo (UFC/g), en floretes de brécoli almacenados a 4°C y a 4°C/15°C durante
14 dias (A) y 21 dias (B), en distintos sistemas de envasado. La linea roja punteada
indica el valor umbral del nimero de bacterias. Los resultados estan expresados
como el promedio * la desviaciéon estandar (n = 3). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre muestras segun el test de Tukey (p < 0,05).

Si bien el incremento de temperatura a 15°C durante dos dias no tuvo un impacto
significativo en la mayoria de las variables estudiadas, el impacto en la calidad
microbiolégica fue significativo y determinante de la vida util (Figura 7. 31).
Floretes almacenados dos dias a 15°C presentaron recuentos significativamente

superiores respecto a los que se mantuvieron a 4°C. A los 21 dias, todas las muestras

210



CAPITULO 7.

que estuvieron expuestas al incremento de la temperatura de almacenamiento
presentaron recuentos por encima del umbral, mientras que las muestras MAP

conservadas a 4°C presentaron recuentos aceptables.

Por lo tanto, el film Natureflex gener6é condiciones propicias para limitar el
crecimiento microbiano y extender la vida util de floretes de brécoli. El empleo de
MAP y mantener la temperatura de refrigeracidn es crucial para prolongar la vida

util de este producto y reducir pérdidas.

7.3.3. Conclusiones parciales

El film de celulosa perforado result6 ser una alternativa viable para el envasado y
comercializacion de floretes de brocoli minimamente procesado. Como ventajas,
permitié generar concentraciones de 02 y CO2 adecuadas, redujo la condensacién de
agua dentro del envase y floretes de brécoli envasados en este material presentaron
menores recuentos microbianos y mayores contenidos de glucosinolatos respecto a
floretes envasados en polipropileno. La evoluciéon del color, dureza en el tallo,
atributos sensoriales y contenido de acidos hidroxicindmicos fue semejante tanto en
floretes envasados en film de celulosa como en polipropileno. Las desventajas del
film de celulosa respecto al polipropileno fueron la mayor pérdida de masay firmeza
de los floretes, pero que no impactaron significativamente en la calidad

organoléptica.

Se verifica el rol crucial del envasado en atmosfera modificada en la extension de la
vida util. Floretes envasados presentan una vida util de al menos 21 mientras que
en floretes sin envasar la vida util es inferior a 14 dias (segin criterio
microbiolégico). La vida util de los floretes envasados se redujo a menos de 21 dias
al incrementarse la temperatura de almacenamiento, corrobordndose que la

temperatura es un factor clave en la conservacién del producto.

Los resultados obtenidos proporcionan informacién valiosa sobre condiciones
almacenamiento y envasado en film a base de celulosa para floretes de brocoli, que
son factibles de aplicar en la industria y permiten una vida util adecuada del

producto, a la vez que conserva sus componentes bioactivos.
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Por ultimo, se realizé un estudio preliminar sobre la relaciéon entre la actividad
mirosinasa y parametros de calidad de floretes de brécoli, del cual se formularon las

siguientes hipotesis como insumos para investigaciones futuras:

e La pérdida de agua podria disminuir la actividad mirosinasa, ya que podria
afectar la disponibilidad de agua y estructura de la enzima.

e En condiciones de refrigeracién, la modificacién de la atmédsfera podria
disminuir la actividad mirosinasa. El incremento de la temperatura pudo
desencadenar otros mecanismos, haciendo que no se observe efecto de la
composicion atmosférica sobre la actividad mirosinasa.

e En condiciones de refrigeracion, floretes de brocoli con mayor actividad Myr

podrian estar expuestos a mayor degradacién de glucosinolatos.
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7.3.4. Material suplementario
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Figura 7S. 2. Mapa de calor de correlacién de Pearson para los parametros de
calidad evaluados en floretes de brécoli (cv. Legacy) a lo largo del almacenamiento
postcosecha a 4°Cy 4/15°C.
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Figura 78S. 3. Evolucion del contenido de glucosinolatos individuales: glucorafanina
(GRA), glucobrasicina (GB), metoxiglucobrasicina (MGB) y neoglucobracisina (NGB)
de floretes de brécoli envasados en diferentes sistemas de envasado (Control #-,
PP_mp — ® —, NatureFlex p —*—) almacenados a 4°C y 4°C/15°C. Las barras

verticales representan el error estandar (n = 3).
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CAPITULO 8.

8.1. Efecto de la coccion en microondas convencional vs. en bolsas

microondables en el contenido de fitoquimicos del brécoli

Los principales objetivos de este capitulo son: (I) estudiar el efecto de la coccion en
microondas usando bolsas microondables sobre el contenido de fitoquimicos de
floretes de brécoli y (II) estudiar el efecto del tiempo de coccién sobre el contenido
de fitoquimicos. Como forma de validar los resultados se realizaron dos experiencias
independientes, una empleando broécoli procesado domésticamente y otra

empleando broécoli procesado en la industria.

8.1.1. Caso de estudio: brocoli procesado domésticamente
8.1.1.1. Diserio experimental

Aproximadamente 200 g de floretes de brocoli, procesados domésticamente (ver
Capitulo 4, apartado 4.15.1.), se colocaron en bolsas aptas para coccion al
microondas (MW) y se cocinaron en horno MW doméstico durante 3 y 5 minutos.
Como control se utiliz6 el producto cocinado en las mismas condiciones, pero sin
bolsa (microondas convencional). Luego de la coccién los floretes se almacenaron
refrigerados a 4°C durante 2 dias, simulado un posible uso doméstico del alimento
cocido. En la Figura 8. 1 se resumen los tratamientos realizados y la nomenclatura
utilizada para referirse a cada uno de ellos. Se determiné: pérdida de peso durante
la coccién (como porcentaje respecto al peso del producto fresco), temperatura del
producto (inmediatamente después de la coccion), recuentos microbioldgicos y
contenido de GSL y HCA. Para los analisis microbiologicos y de compuestos
bioactivos se tomaron muestras antes y después de cada tratamiento de coccion, y

luego de dos dias de almacenamiento del producto cocido.
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Braécoli fresco del supermercado

(crudo) (F)
| | | |
Convencional, 3 min| |Convencional, 5 min Bolsa, 3 min Bolsa, 5 min
(MW3) (MW5) (MWB3) (MWBS5)
L 2 diasa 4°C 2 diasa 4°C 2 dfasa 4°C 2 diasa 4°C
(MW3-2d) (MW5-2d) (MWB3-2d) (MWB5-2d)

Figura 8. 1. Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la coccién
en microondas sobre la calidad de floretes de brocoli (cv. Parthenon) procesados
domésticamente, y nomenclatura utilizada para referirse a cada tratamiento.

8.1.1.2. Resultados y discusion

8.1.1.2.1. Pérdida de peso y temperatura del producto después de la coccion

Existieron diferencias significativas tanto en la pérdida de peso (WL) como en la
temperatura del producto segtn el tratamiento de coccion aplicado (Tabla 8. 1). Los
reportes bibliograficos indican que la pérdida de agua durante la coccién por MW es
superior respecto a otros métodos de coccion (Xu et al., 2016). Por ejemplo, Ramos
et al. (2015) evaluaron la coccién al vapor, hervido, sous vide y MW, e informaron
que el brécoli cocinado por MW present6 el menor contenido de humedad. La mayor
pérdida de agua en este método de coccion se explica por la generaciéon de un
gradiente de presion dentro del alimento, que se establece debido a las
caracteristicas del calentamiento por MW. Esto genera un flujo de vapor hacia el
exterior del alimento y el agua se pierde rapidamente (Chandrasekaran etal., 2013).
En este estudio, la WL fue mayor en el brocoli cocinado convencionalmente que en
el brécoli cocinado en bolsa microondable. Esto podria atribuirse a que la bolsa
funciona como una barrera a la difusion del vapor de agua, aumentando la humedad
y la presion alrededor del vegetal. En consecuencia, los gradientes de humedad y
presion disminuyen, reduciendo la pérdida de agua durante el proceso. Este es un
hallazgo a tener presente, ya que la retenciéon de agua en las matrices vegetales

puede influir en otros factores.
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En todas las condiciones, los brdocolis cocinados durante 5 minutos mostraron
mayor WL en comparacién con los cocinados durante 3 min, confirmando que

mayores tiempos de coccion por MW provocan mayores WL en los alimentos.

El efecto del método de coccién sobre la temperatura final del producto fue diferente
dependiendo del tiempo de coccién. Para 3 minutos, los floretes cocinados en bosas
presentaron una temperatura significativamente mayor respecto a los cocinados
convencionalmente. Para 5 minutos, no existieron diferencias significativas de la
temperatura entre floretes cocinados en bolsa o convencionalmente, aunque el valor
de temperatura alcanzado por los floretes cocinados en bolsas fue mayor. Que
floretes cocinados en bolsas alcancen mayores temperaturas puede deberse al
incremento de presion dentro de la bolsa y a la menor evaporacién de agua (menor

WL) presentada por este método.

Tabla 8. 1. Pérdida de peso (WL) y temperatura del brécoli después de la coccién
para cada tratamiento realizado. Los datos se expresan como la media + desviacion
estdndar (n = 3). Letras diferentes dentro de una misma columna indican
diferencias significativas segutn el test de Tukey (p < 0,05).

Temperatura

. o
Tratamiento WL (%) producto (°C)

MW3 21,113 b 875%£35 b
MWB3 8,3+0,3 d 96014 a
MW5 282+0,1 a 91,0%14 ab
MWB5 14,1+03 ¢ 97,0£00 a

8.1.1.2.2. Contenido de GSL totales

Broécolis cocinados durante 3 minutos no presentaron diferencias significativas en
el contenido de GSL respecto al brdcoli fresco ni diferencias significativas entre los
distintos tipos de coccion (Figura 8. 2). Brécolis cocinados convencionalmente por
5 minutos mostraron un descenso significativo del contenido de GSL respecto al
fresco (de 32,0 + 1,2 a 26,4 + 1,3 pumol/g) mientras que floretes cocinados en bolsa
durante el mismo periodo de tiempo conservaron el contenido de estos compuestos
bioactivos (32,3 + 2,6 pmol/g). Por lo tanto, el uso de la bolsa retuvo el contenido de
GSL durante periodos de coccion mas largos (5 min). La mejor conservacion de GSL
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en esta condicién podria deberse a la reduccion de las pérdidas por evaporacién. En
varios estudios se reporta que la coccién por MW es adecuada para la retencién de
diversos compuestos de interés nutricional (Guo et al., 2017a; Pellegrini et al., 2010;
Soares et al., 2017; Tabart et al,, 2018; Xu et al,, 2016). Sin embargo, también hay
trabajos que reportan que la lisis celular y la alta tasa de evaporaciéon en el
microondas pueden causar pérdidas de varios compuestos, incluidos los GSL
(Soares et al., 2017). Ademas, la mayor retencién de agua en el tejido vegetal
contribuye a evitar dafios térmicos y preservar compuestos bioactivos
(Chandrasekaran, Ramanathan, & Basak, 2013; Soares et al., 2017). Por lo tanto, la
menor evaporacion (menos WL) observada en la coccién en bolsas de microondas

podria explicar la mayor retencién de GSL.

En la mayoria de las muestras, el contenido de GSL se conservé durante el
almacenamiento refrigerado por dos dias respecto a los floretes recién cocidos. La
excepcion fueron las muestras MW3-2d y MWB5-2d que presentaron valores
significativamente inferiores respecto a las muestras MW3 y MWB5
respectivamente. Por lo tanto, la mejor conservacién lograda por un menor tiempo
de coccion o por el uso de bolsa podria perderse si el producto se almacena 2 dias
previo a su consumo. Por lo tanto, estudiar el almacenamiento del producto cocido

previo a su consumo aparece como un aspecto a tener en cuenta en trabajos futuros.
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Figura 8. 2. Contenido total de GSL (umol/g). Floretes de brécoli procesados
domésticamente: frescos (F), cocinados por MW bajo diferentes condiciones (MW3:
convencional por 3 min, MW5: convencional por 5 min, MWB3: en bolsa por 3 min,
MWBS5: en bolsa por 5 min) y cocidos y almacenados a 4°C durante 2 dias (sufijo “-
2d”). Los resultados se expresan como el promedio + desviacién estandar (n = 3).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Test de
Tukey, p < 0,05). “*” indica diferencias significativas entre tratamiento y la muestra
fresca (F) (Test de Dunnett, a = 0,05).

8.1.1.2.3. Contenido de GSL individuales

Los iones moleculares [M - H] - (m/z) de GSL, sus patrones de iones de
fragmentacion y sus tiempos de retencidn permitieron identificar siete compuestos
diferentes en todas las muestras analizadas. La informacién espectral de masas de
los GSL intactos identificados (Tabla 8S. 1), el contenido individual de GSL de todas
las muestras analizadas (Tabla 8S. 2) y un ejemplo de cromatograma HPLC-DAD
obtenido en el analisis de brdcoli fresco (Figura 8S. 1) se muestran en la secciéon de
Materiales suplementarios. Los perfiles de GSL no mostraron diferencias entre las
muestras frescas y cocidas, independientemente del tiempo y el método de coccidn
aplicados. Se ha descrito una mayor pérdida de GSL inddlicos en comparaciéon con
los alifaticos para métodos de coccién como hervir, cocer al vapor y saltear (Soares
et al, 2017; G. F. Yuan et al, 2009). Sin embargo, no se ha observado un
comportamiento diferencial entre grupos de GLS durante la coccién por MW (Yuan
et al,, 2009). Estudios con diferentes variedades de Brassica han reportado que la
distribucién relativa de GSL no cambi6 después de la coccion (Francisco et al.,, 2010;

Pellegrini et al,, 2010). Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con
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estos reportes. El contenido individual de GSL permanecié constante o disminuyd
dependiendo del método y tiempo de coccidn, pero no se encontr6 ningdn patréon de

comportamiento especifico.

8.1.1.2.4. Contenido de dcidos hidroxicindmicos (HCA)

El principal HCA identificado fue el acido sinapico y sus derivados. El contenido de
HCA disminuy6 un 40% (en promedio), luego de la coccion en todos los
tratamientos, y permanecié constante después de 2 dias de almacenamiento
refrigerado (Figura 8. 3). Los HCA pertenecen al grupo de compuestos fenoélicos,
cuya baja estabilidad a las altas temperaturas ha sido vastamente reportada. Por
esta razén es que su pérdida se atribuye a la degradacién térmica. Las condiciones
empleadas en este estudio mostraron una mejor retenciéon de estos compuestos si
se compara con otros resultados de la literatura. Por ejemplo, Vallejo et al. (2003)
cocinaron floretes de brécoli en horno microondas (1000 W, 5 min) obteniendo una
disminucién en el contenido de HAC de 74%. En ese trabajo se utiliz6 agua para la
coccion, por lo que las pérdidas se atribuyen al fenémeno de lixiviacion. Pellegrini
et al. (2010) cocinaron floretes de broécoli (300 W, 30 min) sin usar agua, y
reportaron pérdidas de HCA del 72% respecto a los floretes crudos, que se explica
por el excesivo tiempo de coccién aplicado (Guo et al.,, 2017a). La degradacion
térmica parece ser el principal factor que afecta a la estabilidad de los HCA, ya que a
pesar de no utilizar agua para la coccion (se reduce el efecto de lixiviacion) las

pérdidas son significativas.
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Figura 8. 3. Contenido de acidos hidroxicindmicos (HCA) (umol/g). Floretes de
brécoli procesados domésticamente: frescos (F), cocinados por MW bajo diferentes
condiciones (MW3: convencional por 3 min, MW5: convencional por 5 min, MWB3:
en bolsa por 3 min, MWB5: en bolsa por 5 min) y cocidos y almacenados a 4°C
durante 2 dias (sufijo “-2d”). Los resultados se expresan como el promedio +
desviacidn estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (Test de Tukey, p < 0,05). “*” indica diferencias significativas entre
tratamiento y la muestra fresca (F) (Test de Dunnett, a = 0,05).

8.1.1.2.5. Analisis microbioldgico

No se observé efecto del tiempo ni del método de coccién en el recuento de mohos
y levaduras. En todos los casos, el recuento se redujo desde 5,2 x 102 ufc/g (previo
a la coccion) a < 102 ufc/g. Ademas, no se observd incremento significativo del

recuento de mohos y levaduras luego de dos dias de almacenamiento refrigerado.

Los recuentos de bacterias mesoéfilas mostraron diferencias significativas segun el
tiempo y método de coccion (Figura 8. 4 - A). Los tiempos de coccién mas largos
presentaron recuentos mas bajos. La coccion en bolsas de microondas mostr6 una
mayor reduccién de bacterias mesofilas respecto a la coccién convencional en MW.
Esto se atribuye a las mayores temperaturas alcanzadas por el producto durante la
coccion en bolsas microondables. El recuento de bacterias mesoéfilas no aument6 en

el producto cocido tras dos dias de almacenamiento refrigerado.

Resultados analogos se obtuvieron para bacterias psicrofilas. El aumento del tiempo

de coccion redujo significativamente el recuento. Para 5 min, brécolis cocinados en
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bolsa (MWB5) presentaron menores recuentos respecto a brécolis cocinados
convencionalmente (MWS5). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias entre los
métodos de coccidn para tiempos de 3 minutos (MW3 y MWB3) (Figura 8. 4 - B). Se
infiere que para tiempos de coccién cortos no hay un impacto significativo del
método de coccion (y de la temperatura del producto) en el recuento de este tipo de
bacterias. En general, el almacenamiento durante dos dias no mostré crecimiento de

bacterias psicroéfilas (excepto en las muestras MW5).

En general, la coccién en bolsas de microondas mostré una mayor reduccién de la
carga microbiana respecto a la coccion convencional. Esto podria atribuirse a las
mayores temperaturas alcanzadas por el producto en este método de coccién. Por
otro lado, tiempos de coccién mas largos mostraron una mayor reduccion, que
también podria vincularse con mayores temperaturas del producto y a un mayor
tiempo de proceso. En general, no se observo crecimiento microbiano tras dos dias

de almacenamiento refrigerado.
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Figura 8. 4. Valor medio del log ufc/g para bacterias aerobias mesofilas y psicrofilas
en floretes de brdcoli: frescos (F), cocinados por MW bajo diferentes condiciones
(MW3: convencional por 3 min, MW5: convencional por 5 min, MWB3: en bolsa por
3 min, MWB5: en bolsa por 5 min) y cocidos y almacenados a 4°C durante 2 dias
(sufijo “-2d”). Los resultados se expresan como el promedio + desviacién estandar
(n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Test
de Tukey, p < 0,05). “*” indica diferencias significativas entre tratamiento y la
muestra fresca (F) (Test de Dunnett, o = 0,05).

8.1.2. Caso de estudio: bracoli procesado industrialmente
8.1.2.1. Disefio experimental

El disefio experimental fue analogo al planteado en 8.1.1. Los floretes de brécoli
minimamente procesados (Verdisfresh - Grupo Alimentario Citrus, Valencia,

Espafia) se cocinaron dentro de su envase (bolsa microondable) en un horno MW
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doméstico, durante 3 y 5 minutos. Floretes cocinados en las mismas condiciones,
pero sin bolsa, fueron usados como control (Figura 8. 5). Se tomaron muestras de
brécoli antes y después de la coccién y se determiné: pérdida de peso (WL),
temperatura del producto inmediatamente después de la coccién y contenido de
GSL y HCA. Ademas, a modo de evaluar el efecto de otros parametros de calidad
bioactiva/nutricional de interés, se determiné capacidad antioxidante (método de

ORAC y DPPH) y contenido de minerales.

Brocoli fresco procesado en la
industria (crudo)

(FI)

Convencional, 3 min Convencional, 5 min Bolsa, 3 min Bolsa, 5 min
(IMW3) (IMW5) (IMWB3) (IMWB5)

Figura 8. 5. Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la coccién
en microondas sobre la calidad de floretes de brocoli (cv. Parthenon) procesados
industrialmente, y nomenclatura utilizada para referirse a cada tratamiento.

8.1.2.2. Resultados y discusion

8.1.2.2.1. Pérdida de peso y temperatura del producto después de la coccion

Los resultados coinciden con los obtenidos en el experimento anterior (8.1.1).
Brocolis cocinados en bolsa mostraron una pérdida de peso (WL) significativamente
menor (4,1+1,1%y 12,2 + 0,0 % para IMWB3 y IMWB5 respectivamente) respecto
a brocolis cocinados convencionalmente (20,9 + 0,0 %y 33,5 £ 0,0 % para IMW3 e
IMWS5 respectivamente). Un mayor tiempo de cocciéon provocé mayores WL en
ambos métodos de coccion. Por lo tanto, este segundo experimento confirma que la
coccidon en bolsas de microondas reduce la WL de floretes de brdcoli durante la

coccién respecto a la cocciéon convencional.

Al igual que en el experimento anterior, la temperatura del producto tras la cocciéon
fue significativamente superior en la coccién en bolsas de MW (96,0 + 0,0 °C) que en

la cocciéon convencional (87,0 + 0,0 °C y 92,0 + 0,0 °C para IMW3 e IMW5
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respectivamente). Nuevamente se observd que el tiempo de coccién tuvo un efecto
significativo en la temperatura del producto en la coccién convencional, pero no
durante la coccién en bolsa donde la temperatura del producto alcanzé el mismo

valor independientemente del tiempo de coccién (96,0 = 0,0 °C).

8.1.2.2.2. Contenido de GSL

Los resultados coinciden con los obtenidos en el experimento realizado sobre
brécolis procesados domésticamente (8.1.1). Floretes de brécoli cocinados de forma
convencional durante 3 min (IMW3) mantuvieron el contenido total de GSL,
mientras que el mismo método de cocciéon durante 5 min (IMW5) mostré una
pérdida significativa de GSL respecto al broécoli fresco (Figura 8. 6). Brocolis
cocinados en bolsa de microondas mantuvieron el mismo contenido de GSL que le
brécoli fresco, y no se observaron diferencias significativas entre tiempos de
coccién. Por lo tanto, se concluye que la coccién en bolsas de microondas podria
reducir la pérdida de GSL totales debido a una reduccion en la evaporacion. Ademas,
se destaca como resultado que las pérdidas por volatilizacion predominarian sobre
las pérdidas por degradacion térmica, ya que el brdcoli cocinado en bolsa de
microondas alcanz6 mayores temperaturas, a la vez que present6 mayor retencion
de GSL respecto al brdcoli cocinado convencionalmente. Por lo tanto, el fenémeno
de volatilizacién podria ser la causa predominante de las pérdidas de GSL durante
la coccion por MW. En la literatura se reportan como principales causas de pérdida
de GSL durante la coccion: lixiviacidn, degradacion enzimatica y térmica, pero el
fendbmeno de volatilizacién se menciona escasamente (Armesto et al., 2019; Campos
etal, 2019; Guo etal., 2017a; Pellegrini et al.,, 2010; Tabart et al., 2018; Vallejo et al,,
2003a; Zhao et al., 2019). Como nueva contribucion este trabajo muestra que el uso
de bolsas para microondas podria reducir las pérdidas de GSL totales en
comparacién con la coccién convencional por MW, probablemente debido a la

reduccidn de la evaporacion.
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Figura 8. 6. Contenido total de GSL (umol/g) en floretes de brdcoli procesados
industrialmente: frescos (FI) y cocinados por MW bajo diferentes condiciones
(IMW3: convencional por 3 min, IMW5: convencional por 5 min, IMWB3: en bolsa
por 3 min, IMWB5: en bolsa por 5 min). Los resultados se expresan como el
promedio * desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p < 0,05). “*” indica diferencias
significativas entre tratamiento y la muestra fresca (F) (Test de Dunnett, a = 0,05).

8.1.2.2.3. Contenido de GSL individuales

Los resultados fueron similares a los obtenidos con brécoli procesado
domésticamente (8.1.1). El perfil de GSL no mostr6 diferencias entre muestras
frescas y cocidas, independientemente del método y tiempo de coccidn aplicado. El
contenido individual de GSL se muestra en la Tabla 8S. 2 dentro de la secciéon de

Material suplementario.

8.1.2.2.4. Contenido de HCA

Los resultados obtenidos usando brécoli procesado industrialmente (Figura 8. 7)
fueron levemente diferentes a los obtenidos usando brécoli procesado
domésticamente (8.1.1). Durante la coccién de 3 minutos, el brécoli cocinado
convencionalmente mantuvo el contenido de HCA, mientras que el brocoli cocinado
en bolsa mostré una disminuciéon de estos compuestos en comparacion con el

brocoli fresco. Un tiempo de coccion de 5 min redujo significativamente el contenido
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de HCA, independientemente del método de coccidn aplicado. Las pérdidas fueron
del 50% (en promedio) respecto al brocoli fresco, semejantes a las obtenidas en el
experimento anterior (8.1.1). Las pérdidas significativas de HCA se obtuvieron en
las muestras que alcanzaron mayores temperaturas después de la coccion (IMWS5,
IMWB3 e IMWBS), por lo que dichas pérdidas se atribuyen a la degradacién térmica.
Por lo tanto, la coccién en bolsa aumenté las pérdidas de HCA, debido a la mayor
temperatura que alcanza el producto con este método respecto a la coccién
convencional. La termo sensibilidad de los fenoles ha sido ampliamente reportada,
y se ha informado degradacion o transformaciéon como fendmenos responsables de

las pérdidas de HCA en tejidos vegetales (Ruiz et al., 2018).
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Figura 8. 7. Contenido de HCA (umol/g). Floretes de brocoli procesados
industrialmente: frescos (FI) y cocinados por MW bajo diferentes condiciones
(IMW3: convencional por 3 min, IMW5: convencional por 5 min, IMWB3: en bolsa
por 3 min, IMWBS5: en bolsa por 5 min). Los resultados se expresan como el
promedio * desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p < 0,05). “*” indica diferencias
significativas entre tratamiento y la muestra fresca (F) (Test de Dunnett, a = 0,05).

8.1.2.2.5. Capacidad antioxidante (AOC)

Los resultados obtenidos en la determinacién por ORAC no mostraron diferencias
significativas entre métodos y tiempos de coccién. La AOC se mantuvo en 92,0 + 13,0

umol/g (en promedio) tanto en el brécoli fresco como en el cocinado bajo diferentes

228



CAPITULO 8.

condiciones. Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros autores
quienes no observaron pérdidas de la AOC en brécolis cocidos por MW (dos Reis et
al, 2015; Zhong et al, 2015). Zhong et al. (2015) encontraron que la AOC
(determinada por ORAC) de los floretes de brécoli cocinados en MW convencional y
en bolsa se conservo o aumento, respectivamente. Estos resultados se explicaron
por un equilibrio entre las pérdidas de compuestos debido al proceso de
calentamiento y el aumento de AOC debido a la liberacién de compuestos
antioxidantes de la matriz vegetal y la formacién de nuevos compuestos

antioxidantes (Zhong et al.,, 2015).

En la determinacion de la AOC por el método de DPPH, si se obtuvieron diferencias
significativas entre métodos de coccion (Figura 8. 8). En el brécoli cocinado de
forma convencional, la AOC se redujo en un 41% y 75% durante 3 y 5 minutos de
coccion, respectivamente. En el brocoli cocinado en bolsa, la AOC redujo en un 50%,
independientemente del tiempo de coccién. Por lo tanto, para tiempo de 5 min la
coccién en bolsa permitié retener la AOC en mayor medida que en la coccién
convencional. Estos resultados concuerdan con Zhong et al, (2015), quienes
reportaron que el brécoli cocido en bolsas microondables presenté una AOC mas
alta en comparacion con el cocinado en MW convencional. Sin embargo, nuestros
hallazgos muestran una disminucion significativa en la AOC durante la coccion,
mientras que Zhong et al. (2015) observaron un aumento. Por otra parte, nuestros
resultados concuerdan con los de Pellegrini et al. (2010), quienes concluyeron que
el MW tuvo un efecto perjudicial en la AOC. Las discrepancias entre los estudios
pueden deberse a varios factores, como eficiencias de extraccién, condiciones de
coccidén, tamafio del corte, entre otros. La pérdida de AOC después de la coccidon se
atribuye principalmente a la difusion por la lisis celular y la degradacién térmica de
los compuestos con AOC (Soares et al., 2017). La mejor retencién de AOC en la
coccién en bolsa de microondas (para un tiempo de cocciéon de 5 min) podria estar
relacionada con la retenciéon de compuestos al reducir la tasa de evaporacion. Sin
embargo, se deben realizar otros estudios para identificar cual es el efecto de la

bolsa de microondas sobre este tipo de compuestos.

Las conclusiones obtenidas son diferentes en funciéon del método de determinacion

de AOC empleado. Esto se debe principalmente a la diversidad de compuestos que
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contribuyen al AOCy a la complejidad de este tipo de matriz alimentaria (Floegel et
al., 2011; Ou et al.,, 2002). Este trabajo confirma que la AOC de matrices complejas
como los vegetales debe analizarse mediante mas de un método, y que la

interpretacion de resultados debe hacerse con precaucion.
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Figura 8. 8. Capacidad antioxidante determinada por DPPH (umol TE/g). Floretes
de broécoli procesados industrialmente: frescos (FI) y cocinados por MW bajo
diferentes condiciones (IMW3: convencional por 3 min, IMW5: convencional por 5
min, IMWB3: en bolsa por 3 min, IMWB5: en bolsa por 5 min). Los resultados se
expresan como el promedio + desviacién estandar (n = 3). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p < 0,05). “*” indica
diferencias significativas entre tratamiento y la muestra fresca (F) (Test de Dunnett,
a=0,05).

8.1.2.2.6. Minerales

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de minerales entre
brécolis frescos y cocidos, independientemente del método y tiempo de coccidn. El
contenido de minerales de las muestras se informa en la seccion de Materiales
suplementarios (Tabla 8S. 3). En la literatura existen resultados contradictorios
respecto a los cambios en el contenido de minerales de verduras cocinadas por MW.
Algunos estudios han reportado pérdidas de minerales después de calentar por MW
diferentes matrices vegetales (Ali, 2015; Lima et al,, 2019). Sin embargo, Lépez-

Berenguer et al. (2007) reportaron una alta retencion de minerales en broécoli
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cocinado en MW en diferentes condiciones. En el presente estudio se encontré que
el contenido de minerales del brécoli se mantuvo estable, coincidiendo con los
resultados de Lopez-Berenguer et al. (2007). No utilizar agua para la coccién podria
explicar la conservacién de minerales durante este proceso de coccién (Lima et al.,

2019).

8.1.3. Conclusiones parciales

Este es el primer estudio que informa el efecto de la coccién por microondas en
bolsas microondables sobre los principales compuestos bioactivos de floretes de

brécoli.

Los resultados fueron equivalentes en los dos casos de estudio, utilizando brécoli

procesado domésticamente e industrialmente.

Para tiempos de coccion de 5 minutos, floretes cocinados en bolsa retuvieron
mayormente el contenido total de glucosinolatos y capacidad antioxidante
(determinada por el ensayo DPPH) en comparaciéon con el brécoli cocinado
convencionalmente. Los resultados sugieren que la volatilizacion de los
glucosinolatos predomina sobre la degradacion térmica. El contenido de acidos
hidroxicinamicos se redujo durante la coccidn, independientemente del método y
tiempo aplicado, pareciendo ser la degradacion térmica el fenomeno predominante

en la pérdida de estos compuestos.

Los resultados muestran que la coccidon en bolsas para microondas puede ser un
método de coccién beneficioso para conservar el potencial bioactivo de los floretes
de brdcoli, siendo ademas un método rapido y facil, satisfaciendo las necesidades de

los consumidores modernos.

Se debe considerar la realizaciéon de mas estudios para determinar el efecto de la
coccion en bolsas sobre los atributos sensoriales y el contenido de posibles

compuestos nocivos.
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8.1.4. Material suplementario

Tabla 8S. 1. GSL intactos identificados en floretes de brocoli (Brassica oleracea var.
Italica cv. Parthenon) en ESI modo de polaridad negativo Rt=tiempo de retencion.

Codigo Glucosinolato Clase (nI:itn) [(l\r/:;;{z])- Ml\i §3y
GIB Glucoiberina alifatico 4.4 422
GRA Glucorafanina alifatico 5.2 436
HGB 4-Hidroxiglucobrasicina indolico 8.1 463 259,97
GB Glucobrasicina indélico 16.6 447
GST Gluconasturtina aromatico 19.5 422
MGB 4-Metoxiglucobrasicina inddlico 19.8 477
NGB Neoglucobrasicina indolico 21.1 477 447,259, 97

Tabla 8S. 2. Contenido de GSL individuales (pmol/g) de brécoli fresco y brécoli cocinado
por microondas bajo diferentes condiciones. Los datos se expresan como el promedio *
desviacién estandar (n=3).

Codigo
dela GIB GRA HGB GB GST MGB NGB
muestra
P 11.70 = 297 2.22 + 527 + 1.94 + 1.11 + 6.78 =
0.62 0.51 0.12 0.32 0.12 0.13 0.91
MW3 10.14 322+ 2.18 + 498 + 2.04 + 1.10 = 533+
1.75 0.35 0.17 0.60 0.16 0.09 0.63
MWS 7.39 = 294 + 1.92 + 457 + 1.79 = 1.02 + 6.80 +
0.81 0.05 0.11 0.23 0.09 0.04 0.31
MWB3 7.90 331+ 2.26 + 4.96 + 217 1.02 523 %
0.70 0.21 0.13 0.69 0.10 0.13 0,91
MWBS 10.01 = 4.10 2.21+ 4.80 3.12 1.01 6.22
1.51 0.58 0.24 0.78 0.82 0.19 1.83
MW3 8.03 3.72 1.97 + 4.09 = 1.73 = 0.88 £ 423+
-2d 0.63 0.24 0.18 0.35 0.12 0.05 0.43
MW5 6.20 £ 392+ 2.18 £ 473 2.18 % 1.06 = 493 +
-2d 0.80 0.47 0.17 0.76 0.22 0.16 1.13
MWRB3- 7.75 4.26 + 1.87 = 431+ 1.77 £ 0.81 + 4.48
2d 1.74 0.48 0.11 0.26 0.01 0.03 0.48
MWB5- 6.60 413 211+ 4.64 2.24 + 092 + 4.49 +
2d 0.35 0.28 0.08 0.30 0.07 0.06 0.23
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Codigo
dela GIB GRA HGB GB GST MGB NGB
muestra
IF 9.37 8.18 + 2.14 £ 3.86+ 1.73 0.85* 4.16 =
0.73 0.93 0.24 0.37 0.13 0.03 0.12
IMW3 10.16 = 8.58 2.23 349 + 181+ 0.98 + 2.72
1.59 1.44 0.31 0.21 0.26 0.16 0.39
IMW5S 495 + 7.83 1.73 = 295+ 1.40 = 0.78 = 3.35+%
0.03 0.26 0.03 0.21 0.08 0.03 0.17
IMWB3 9.39 7.59 = 194 + 2.86 £ 1.62 + 0.75 1.86
0.43 0.24 0.03 0.35 0.17 0.10 0.72
IMWBS 8.25 8.23 1.87 298+ 1.60 + 0.80 2.54
2.00 1.76 0.28 0.55 0.21 0.18 0.46
1000 _| fa®
800 _| % 1 SV\G%
F e 1
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Figura 8S. 1. HPLC-DAD cromatograma del prefill de GSL para floretes de brécoli
frescos (Brassica oleracea var. Italica cv. Parthenon). Deteccion at 227 nm. Picos:
glucorafanina
glucobrasicina (GB), gluconasturtina (GST), 4-metoxiglucobrasicina (MGB),
neoglucobrasicina (NGB).

glucoiberina

(GIB),

(GRA),

4-hidroxiglucobrasicina

(HGB),
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Tabla 8S. 3. Contenido de minerales en brocoli (Brassica oleracea var. italica cv. Parthenon) procesado industrialmente: fresco y

CAPITULO 8.

cocinado por microondas bajo diferentes condiciones. Los datos se expresan como el promedio * desviacion estandar (n=3).

Tratamiento P K Na Ca Mg Fe (mg/Kg) Mn Zn Cu B
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)
IF 0(')7(?; 2.7+0.1 0.23£0.01 036+0.01 0.19+0.01 531 40+1 62 + 4 5604  25z%1
IMW3 0(')711; 2.7+0.1 0.21+0.01 040+0.02 0.19+0.01 512 38+ 1 45+ 1 45+02  27+1
IMW5 0(')75); 28+0.1 0.15+0.01 0.36+0.01 0.20+0.01 511 36+ 1 55+ 3 58+0.1 261
IMWB3 0(')73; 2.7+0.1 0.19+0.01 0.32+0.02 0.18+0.01 54+2 33+1 45 + 2 46+07 25%1
IMWB5 0(')6(?; 28+0.1 0.20+0.05 0.37+0.01 0.19+0.01 5811 37+3 47 £ 2 47404 262
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, se han extraido las
siguientes conclusiones en relacidn con los objetivos establecidos, siendo

consideradas las mas relevantes del trabajo:

Primera. A temperaturas entre 2 y 4°C, se observé que modificaciones leves de la
atmosfera (14 - 20 kPa Oz y 0,9 - 5 kPa CO2) permiten mantener la calidad del
brécoli (externa, organoléptica y bioactiva) y extender su vida util, sin necesidad de

modificaciones drasticas y riesgosas de la atmdsfera interior.

Segunda. En general, se puso de manifiesto que la modificaciéon de la atmdsfera
tiene un efecto mas significativo cuando las temperaturas de almacenamiento son
superiores a las recomendadas (>4°C). Esto nos permite concluir que el envasado
en atmoésfera modificada ayuda a mitigar los efectos negativos sobre la calidad,

provocados por temperaturas de almacenamiento inadecuadas.

Tercera. Con esta Tesis Doctoral se ha demostrado que la incorrecta seleccion del
material de envasado puede disminuir significativamente la calidad y vida util de
floretes de brocoli, incluso en comparacién con el almacenamiento sin modificacién

de la atmosfera.

Cuarta. El envasado en films microperforados permitié extender la vida util de
floretes de brocoli y conservar sus componentes bioactivos en un rango amplio de
temperaturas de almacenamiento (2 -12°C). Ademas, evit6 el riesgo y generacion de
anaerobiosis a temperaturas de almacenamiento por encima de las recomendadas
(>4°C). La seleccion del nivel de perforacion del film result6 un factor relevante para
la conservacion de color, apariencia externa, firmeza y contenido de glucosinolatos

del brécoli.

Quinta. Se evalud la idoneidad de un nuevo bioplastico compostable (Nature
Fresh®), basado en acido lactico y tereftalato adipato de polibutileno, para su
aplicacion en el envasado de cabezas de brocoli. Brécolis envasados en Nature
Fresh® presentaron una vida util de 21 dias (a 2 °C) y una evolucidén similar en la
mayoria de los parametros de calidad respecto a brécolis envasados en polietileno
de baja densidad. La principal limitante del uso de Nature Fresh® fue la mayor

pérdida de masa y firmeza del producto.
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Sexta. Se evalud la idoneidad de un film a base de celulosa (NatureFlex™) para su
aplicacion en el envasado de floretes de brocoli. El film NatureFlex™ sin perforar
resulté inadecuado debido a la alta pérdida de masa del producto y las
concentraciones de Oz y COz establecidas dentro del envase, que causaron un rapido
deterioro de la calidad de los floretes. El NatureFlex™ perforado resulté ser una
alternativa viable para el envasado de floretes de brécoli. Permitié establecer
concentraciones de Oz y CO2 adecuadas, redujo la condensacion de agua dentro del
envase y el crecimiento microbiano, y los floretes presentaron mayores contenidos
de glucosinolatos respecto a floretes envasados en polipropileno. Las desventajas

radicaron en la mayor pérdida de masa y firmeza de los floretes.

Séptima. El estudio sobre el efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la
actividad mirosinasa (Myr) deja planteadas las siguientes hipo6tesis como retos para

investigaciones futuras:

e La pérdida de agua podria afectar la estructura enzimatica y disminuir la
actividad Myr.

e En condiciones de refrigeraciéon y envasado en atmdsfera modificada, la
actividad Myr podria disminuir. El aumento de temperatura podria
desencadenar otros mecanismos, que enmascaren el efecto de la
composicion de la atmosfera sobre la actividad Myr.

e Una actividad Myr mas alta en brdcoli en refrigeraciéon podria acelerar la

pérdida de glucosinolatos.

Octava. Para tiempos de coccién de 5 minutos, la coccién en bolsas para microondas
permitié6 mantener un mayor contenido total de glucosinolatos y de capacidad
antioxidante (DPPH) en comparacion con el cocinado sin bolsa. La pérdida de
glucosinolatos durante la cocciéon en microondas podria deberse al fendmeno de
volatilizaciéon. La utilizaciéon de bolsas para microondas puede ser un método de
cocinado eficaz para conservar el potencial saludable de los floretes de brécoli,
siendo ademas un método rapido y facil que satisface las necesidades de los

consumidores modernos.
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10.1. Publicaciones cientificas

Las publicaciones cientificas generadas por la presente Tesis Doctoral son:

Publicacidén 1(articulo cientifico)

Titulo: Effect of temperature on nutritional compounds and shelf life of
ready-to-eat broccoli florets packaged in passive modified
atmosphere.

Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Nieves Baenas, Diego A. Moreno,
Horacio Heinzen y Patricia Lema.

Revista: Postharvest Biology and Technology

Publicacion: (2018) 139, 125-133.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2018.01.006

Publicacion 2 (articulo cientifico)

Titulo: Influence of microwave bag vs. conventional microwave cooking on
phytochemicals of industrially and domestically processed broccoli.

Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Paula M. Periago y Patricia Lema.

Revista: Food Research International

Publicacion: (2021) 140, 110077.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.110077

Publicacién 3 (articulo cientifico)

Titulo: Use of PLA/PBAT stretch-cling film as an ecofriendly alternative for
individual wrapping of broccoli heads.

Autores: Erika Paulsen, Patricia Lema, Domingo Martinez-Romero y Cristina
Garcia-Viguera.

Revista: Scientia Horticulturae

Publicacion: (2022) 304, 111260.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.scienta.2022.111260

Publicacién 4 (articulo cientifico)

Titulo: Bioactive compounds of Broccoli florets as affected by packaging
micro-perforations and storage temperature.

Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Domingo Martinez-Romero y
Cristina Garcia-Viguera.

Revista: Coatings

Publicacion: (2023) 13(3), 568

DOI: https://doi.org/10.3390/coatings13030568
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10.2. Comunicaciones en congresos

Se harealizado la difusidn de los resultados generados en la presente Tesis Doctoral.
A continuacion, se listan los trabajos presentados en congresos:

Ponencia 1 (péster y publicacién en actas)

Congreso: 8th Workshop on Agri-food Research for young researchers.

Titulo: Alternativas de conservaciéon y procesado para mantener las
propiedades nutricionales del brécoli.
Autores: Erika Paulsen, Patricia Lema, Diego A. Moreno, Pablo S. Fernandez.

Publicacién: Mayo, 2019. Cartagena, Espana. http://hdl.handle.net/10317/8367

Ponencia 2 (péster)

Congreso: 5%2]ornadas Doctorales de la Universidad de Murcia.

Titulo: Efecto del material de envasado en la calidad y vida util de floretes de
brécoli minimamente procesados.
Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Patricia Lema, Pablo S. Fernandez.

Publicacién: Mayo, 2019. Murcia, Espana.

Ponencia 3 (péster)

Congreso: 92 Simposio de Internacional de Innovaciéon y Desarrollo de
Alimentos. Innova.

Titulo: Efecto de la composicion gaseosa y la temperatura sobre la tasa
respiratoria de tomate cherry, brocoli, lechuga y tomate.
Autores: Sylvia Schenck, Erika Paulsen, Patricia Burzaco, Sofia Barrios,

Patricia Lema
Publicacion: Octubre, 2019. Montevideo, Uruguay.

Ponencia 4 (presentacién oral v publicacién en actas)

Congreso: 9th Workshop on Agri-food Research for young researchers.

Titulo: Efecto del cocinado de floretes de brécoli en bolsas de microondas
sobre la retencion de compuestos bioactivos.
Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Patricia Lema.

Publicacion: Julio, 2020. Cartagena, Espafia. http://hdl.handle.net/10317/9241

Ponencia 4 (poster)
Congreso: 33th EFFoST

Titulo: Ready-to-eat broccoli cooked in microwave bags: The influence of
processing on phytochemical retention revisited.
Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Patricia Lema.

Publicacion: Octubre, 2020. Tel Aviv, Israel (on-line)
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Ponencia 6 (péster)

Congreso: 102 Simposio de Internacional de Innovacién y Desarrollo de
Alimentos. Innova.

Titulo: Evoluciéon de la calidad de cabezas de brécoli envasadas en film de
acido polilactico (2021)
Autores: Erika Paulsen, Patricia Lema, Domingo Martinez-Romero y Cristina

Garcia-Viguera.
Publicacion: Octubre, 2021. Montevideo, Uruguay.

Ponencia 7 (presentacién oral v publicacién en actas)

Congreso: 10th Workshop on Agri-food Research for young researchers.

Titulo: Calidad y Seguridad Microbiolégica del Brécoli Cocinado en
Microondas.
Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Paula M. Periago y Patricia Lema.

Publicacion: Junio, 2021. Cartagena, Espafia. http://hdl.handle.net/10317/10662

Ponencia 8 (péster)

Congreso: 35th EFFoST

Titulo: Quality evolution of minimally processed broccoli packaged in PLA-
based film.
Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Patricia Lema.

Publicacion: Octubre, 2021. Lussane, Suiza.

Ponencia 9 (péster y publicacién en actas)

Congreso: 2nd International Electronic Conference on Foods

Titulo: Cooking with microwave bags affects the quality of broccoli: easy-to-
cook is a friend or foe?

Autores: Erika Paulsen, Diego A. Moreno, Paula M. Periago y Patricia Lema.

Publicacion: Octubre, 2021. On-line.

DOI: doi.org/10.3390/Foods2021-11059

Ponencia 10 (presentacion oral v publicacién en actas)

Congreso: I Seminario Internacional de laRed CYTED ENVABIO100: OBTENCION
DE FILMS BIODEGRADABLES DE ORIGEN 100% NATURAL PARA LA

INDUSTRIA DE ALIMENTOS.
Titulo: Estudios en vida util en frutas y hortalizas minimamente procesadas
Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Patricia Lema.
Publicacion: Junio, 2023. Asuncién, Paraguay.
ISBN: 978-99925-3-858-6

Ponencia 11 (péster)

Congreso: ICEF14

Titulo: Cellulose-based film for vegetable packaging application: case study
on broccoli
Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Patricia Lema.

Publicacion: Noviembre, 2022. Nantes, Francia.
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Ponencia 12 (presentacién oral)

Congreso: 112 Simposio de Internacional de Innovacién y Desarrollo de
Alimentos. Innova.

Titulo: Film Compostable para el Envasado de Brocoli: Aspectos Positivos y
Negativos en la Conservacion de Calidad
Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Patricia Lema.

Publicacion: Setiembre, 2023. Montevideo, Uruguay.

10.3. Produccion cientifica adicional durante la etapa predoctoral

Ademas de las publicaciones cientificas relacionadas directamente con la presente
Tesis Doctoral, se realizaron colaboraciones adicionales que dieron lugar a las
siguientes publicaciones cientificas:

Publicacidon 1 (articulo cientifico)

Titulo: Effect of power ultrasound on quality of fresh-cut lettuce (cv.Vera)
packaged in passive modified atmosphere.

Autores: Magdalena Irazoqui, Erika Paulsen, Soffa Barrios, Nicolds Pérez,
Ricardo Faccio, Patricia Lema.

Revista: Food and Bioproducts Processing.

Publicacion: (2019) 117, 138-148

DOL: doi.org/10.1016/]j.fbp.2019.07.004

Publicacién 2 (articulo cientifico)

Titulo: Ready-to-eat cherry tomatoes: passive modified atmosphere
packaging conditions for shelf-life extension.
Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Patricia Lema.

Revista: Food Packaging and Shelf Life.
Publicacion: (2019). 22, 100407
DOI: doi.org/10.1016/j.fps.2019.100407

Publicacién 3 (capitulo de libro)

Titulo: Foods and suplements

Autores: Erika Paulsen, Maria E. Romero, Patricia Lema, Maria D. Lopez,
Cristina Garcia-Viguera, Diego A. Moreno.

Libro: Food Waste Recovery

Publicacion: (2020)

DOI: doi.org/10.1016/B978-0-12-820563-1.00008-1

Publicacién 4 (articulo cientifico)

Titulo: Production of packaged ready-to-eat whole strawberries (cv. San
Andreas): packaging conditions for shelf-life extension.
Autores: Erika Paulsen, Sofia Barrios, Patricia Lema.

Revista: Food Packaging and Shelf Life.
Publicacion: (2021). 29, 100696
DOI: doi.org/10.1016/j.fpsl.2021.100696
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