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RESUMEN

El brocoli es una hortaliza altamente nutritiva de la cual se consume su
inflorescencia. Este 6érgano se cosecha siendo atin completamente inmaduro,
en un estado fisiologico de alto requerimiento de agua, nutrientes y hormonas
por parte de la planta madre. El estrés generado por la cosecha desencadena
una senescencia acelerada, siendo ésta la principal causa de las pérdidas
postcosecha. Si el brocoli es procesado minimamente para su consumo se
induce un estrés adicional muy severo que acelera aiin mas la senescencia y el
deterioro. Con el fin de controlar desordenes fisiologicos y pérdidas durante la
postcosecha se ha hecho uso de diversos tipos de agroquimicos, siendo ésta la
principal estrategia de control. Sin embargo, actualmente el uso de estos
compuestos esta siendo cuestionado debido a los riesgos para la salud
humana, el potencial riesgo para el medio ambiente y el desarrollo de
resistencia por parte de los patogenos. Una tecnologia usada desde hace
tiempo para controlar las pérdidas postcosecha es el almacenamiento
refrigerado. Esta tecnologia por si sola no ha sido suficiente para evitar el
deterioro, por lo que se han estudiado nuevas tecnologias amigables para el
medio ambiente y la salud humana como complemento de la refrigeracion.
Entre estas nuevas tecnologias se destacan la radiacion ultravioleta C (UV-C) y
los tratamientos térmicos de alta temperatura. En este trabajo se determinoé el
efecto de la aplicacion de estas tecnologias (radiacion UV-C, tratamiento
térmico, y sus combinaciones a 0 y 20 °C) en la conservacion postcosecha de
brécoli minimamente procesado. Se utilizaron inflorescencias de broécoli
(Brassica oleracea L. var. Italica) divididas en ramilletes. Se aplic6 radiacion
UV-C (8 kJ.m?), un tratamiento térmico con aire caliente (48 °C 3h),
tratamientos combinados (UV-C/térmico) y se evalué el avance de la senescencia
y calidad de las muestras durante el almacenamiento a 0 °C y 20 °C.

Se estudio primeramente la aplicacion de radiacion UV-C y aire caliente sobre
los ramilletes de brécoli, en forma separada, los que posteriormente fueron
almacenados a temperaturas de refrigeracion. Los principales efectos hallados
fueron, un retraso en el amarilleamiento, la activacion del sistema
antioxidante y un menor aumento en el conteo de hongos y bacterias durante

el almacenamiento.



Resumen

Posteriormente se evaluo el efecto de la combinacion de los tratamientos UV-C
y térmico durante el almacenamiento a 20 °C. De todas las combinaciones
ensayadas, se selecciono el tratamiento 8 kJ.m2 /48 °C durante 3 horas, ya
que mantiene de mejor manera la calidad y color superficial. El tratamiento
combinado ademas de retrasar la degradacion de clorofila, conserva el
contenido de proteinas y no afecta la reduccion del contenido de azucares
totales.

El tratamiento combinado induce el sistema de defensa antioxidante no
enzimatico, y contribuiria a una mejor calidad nutricional ya que mantiene
mas altos los niveles de antioxidantes no enzimaticos. También podria ayudar
a combatir la produccion de EROs generada durante la senescencia
postcosecha induciendo la activacion de las enzimas antioxidantes.

El efecto benéfico del tratamiento combinado sobre la calidad también se

observo cuando las muestras fueron almacenadas a O °C.
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INTRODUCCION GENERAL

I. BROCOLI

I.1 ORIGEN

El brocoli es un vegetal originario de Asia Occidental y Europa. El género
Brassica y la especie oleracea también incluye al coliflor, repollo y repollito de
Bruselas. La palabra brocoli deriva del italiano brocco, que significa brazo o
rama y brocoli es el plural de broccolo refiriéndose a los numerosos retonos
que se desarrollan en esta forma de Brassica oleracea. Las plantas originarias
todavia crecen en forma silvestre a lo largo de las costas del Mediterraneo y en
las costas maritimas de Gran Bretana y del sudoeste de Europa. De éstas se
han derivado, por seleccion o mutacion, las distintas formas de la especie que
se cultivan actualmente.

A pesar de ser conocido y consumido en época de los romanos, recién hace 20
anos aproximadamente se ha generalizado su cultivo en diversas areas del
mundo, presentando una gran tasa de expansion y un incremento notable de

su produccién en los Gltimos afos.

Clasificacion taxonémica

Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledonea
Orden: Brasicales

Familia: Brasicaceas

Género: Brassica

Especie: oleracea

Variedad: Italica
Nombre cientifico trinomial: Brassica oleracea L. var. Itdlica

(www.es.wikipedia.org/wiki/Brassica_oleracea_italica)
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Tabla 1: Variedades botanicas de Brassica oleracea

Variedad botanica Nombre vulgar
Brassica oleracea L. var. acephala DC. Col berza

Brassica oleracea L. var. botrytis L. Coliflor

Brassica oleracea L. var. capitata L. Repollo

Brassica oleracea L. var. gemmifera Zenker Repollito de Bruselas
Brassica oleracea L. var. gongylodes L. Colirabano
Brassica oleracea L. var. italica Plenck Brocoli

(www.puc.cl/sw_educ/hort0498 /HTML/p024.html)

1.2 DESCRIPCION

Es una planta de aproximadamente 60 cm cuando esta completamente
desarrollada. Las hojas de esta especie son grandes, glabras y presentan
nervaduras centrales muy notorias. La superficie foliar esta recubierta de ceras
epicuticulares que dificultan el mojado, causando el escurrimiento del agua, y
otorgan el color verde azulado opaco comun en la especie. La raiz es pivotante
con raices secundarias y superficiales. El 6rgano de interés, es la inflorescencia
inmadura (pella), de color verde. Debido al fenémeno de autoincompatibilidad,
la variedad presenta polinizaciéon cruzada entomoéfila (principalmente abejas y
moscas). Con las otras variedades botanicas de la especie se cruza libremente,
y algunos autores sostienen que por su estructura floral mas simple, el brocoli
seria el progenitor de la coliflor. El fruto es una silicua cilindrica, dehiscente y
glabra.

(www.puc.cl/sw_educ/hort0498 /HTML/p024.html)
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Que se consume

Su 6rgano comestible es la masa de yemas florales y de finos pedtunculos, que
se desarrolla en el extremo del tallo central y recibe el nombre de
inflorescencia. Puede producir otras inflorescencias laterales mas pequenas
que salen de las axilas de las hojas del tallo principal. La inflorescencia es de
color verde oscuro, no esta cubierta por hojas, y esta soportada sobre un tallo

floral largo.

Esquema de la inflorescencia de brocoli

Sépalos (unidos a los pedunculos a
través de pedicelos)

» Pedunculos
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I.3 GENERALIDADES DEL CULTIVO

Fases del cultivo

En el desarrollo del brécoli se pueden considerar las siguientes fases:

De crecimiento: la planta desarrolla solamente hojas.

De induccion floral: la planta, después de haber pasado un numero
determinado de dias con temperaturas bajas, inicia la formacion de la flor; al
mismo tiempo que esta ocurriendo esto, siguen brotando hojas de tamano mas
pequeno que en la fase de crecimiento.

De formacion de inflorescencias: en la yema terminal se desarrolla una
inflorescencia y, al mismo tiempo, en las yemas axilares de las hojas ocurre la
fase de induccion floral con la formacion de nuevas inflorescencias, que seran
bastante mas pequenas que la inflorescencia principal.

De floracién: los tallos que sustentan las partes de la inflorescencia inician un
crecimiento en longitud, con apertura de las flores.

De fructificacion: se forman los frutos (silicuas) y semillas.

Necesidades de la planta

Es un cultivo de desarrollo en estacion de otono e invierno; necesita
temperatura baja para desarrollar las inflorescencias, que es su interés

comercial horticola.

Manejo del cultivo

Siembra y transplante

El brocoli se siembra en almacigo, y luego se transplanta. Los almacigos se
pueden realizar todo el afno. Para produccion en invierno se hacen en Febrero
o Marzo con transplante en Abril, mientras que para produccién estival el
almacigo se inicia en Noviembre y el transplante en Enero, dependiendo de la
variedad y su ciclo. (www.infoagro.com)

Ciclo corto: 50 a 75 dias desde transplante a cosecha

Ciclo mediano: 80 a 120 dias desde transplante a cosecha

Ciclo largo: mas de 150 dias desde transplante a cosecha

(www.itescam.edu.mx/ principal /sylabus/fpdb/recursos/r2205.DOC)
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Plagas

Minador de hojas (Liriomyza trifolii)

Mosca de la col (Chorthophilla brassicae)
Oruga de la col (Pieris brassicae)

Polilla de las cruciferas (Plutella xylostella)

Pulguilla de la col (Phyllotreta nemorum)

Enfermedades

Producidas por bacterias

Podredumbre negra de las cruciferas (Xanthomonas campestris)
Podredumbre blanda de las hortalizas (Erwinia carotovora)
Mancha bacteriana de la hoja de las cruciferas (Pseudomonas syringae)
Producidas por virus

Mosaico del coliflor (CaMV)

Mosaico del nabo (TuMV)

(Dal B6 y col, 1995)

Producida por hongos

Hernia de la col (Plasmodiophora brassicae)

Mildiu (Pernospora parasitia)

Alternaria sp (Alternaria brassicae)

Roya (Albugo candida)

Rizoctonia (Rhizoctonia solani)

Mancha angular (Mycosphaerella brassicicola)

Fisiopatias

Tallo hueco: es una cavidad en la parte central del tallo de la base de la
inflorescencia. La superficie de corte en el pedunculo se torna de color pardo.
Amarillamiento de las inflorescencias: La causa fisiologica es la senescencia de
las inflorescencias. La aparicion de un color amarillo en las inflorescencias
termina con la vida comercial del bréocoli.

Pardeamiento de las flores: Es una fisiopatia en la que ciertas areas de las
flores no se desarrollan correctamente, mueren y se tornan pardas. Se piensa

que es provocada por un desbalance nutricional de la planta.
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Formacién prematura de la cabeza: La inflorescencia comienza a desarrollarse
tempranamente provocando la formacion de cabezas pequenas sin valor
comercial, es causada por un estrés hidrico y carencia de fertilizante
nitrogenado en los primeros estadios de desarrollo.

Yemas y/o floretes secos: Este sintoma es causado por la deficiencia de
molibdeno.

(www.abcagro.com/hortalizas/brocoli2.asp)

(www.infoagro.com/hortalizas /broculi.htm)

I.4 VALOR NUTRITIVO

La composicion nutritiva del brocoli se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion nutritiva del brocoli

Por 100 g de producto comestible

Proteinas 5,45 g

Glucidos 4,86 g

Calorias 42

Vitamina A 3500 U.I

Vitamina B1 | 10mg
Vitamina B2 | 2l0mg
VitaminaCc | l8mg
‘Calcio | 1ome
Foésforo 76 mg

Hierro 1,3 mg

El brocoli es llamado "la joya de la nutricion" (cita) ya que posee un alto
contenido de vitamina C, alto contenido en fibras solubles, bajo contenido en
calorias y alto contenido en potasio (Stoppani y Francescangeli, 2000).

(www.inta.gov.ar/sanpedro/info/doc/hor/nf 011.htm)
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Los glucosinolatos

Los glucosinolatos son un importante grupo de fitoquimicos presentes en
forma abundante en las plantas de la familia de las Brasicaceas. Estos
compuestos pertenecen al metabolismo secundario, y son ricos en azufre. Son
quimicamente estables hasta que se ponen en contacto con la enzima
mirosinasa, la cual se almacena en compartimentos diferentes respecto a los
glucosinolatos. El rol fisiolégico de éstos compuestos es la defensa contra
herbivoros. Cuando se produce un dano tisular, los glucosinolatos son
liberados de las vacuolas y se ponen en contacto con la enzima mirosinasa, la
cual rapidamente cataliza la hidrolisis del compuesto. El aglicon es inestable y
se descompone en diferentes compuestos: isotiocianatos, tiocianatos o nitrilos,
los cuales son normalmente repelentes para los insectos herbivoros (Halkier y
Gershenzon, 2006). Diversos estudios epidemiologicos han demostrado que en
humanos los isotiocianatos tienen un efecto protector contra distintos tipos de
cancer (Das y col, 2000). El consumo continuo de brocoli y otras cruciferas
con alto contenido de glucosinolatos disminuye el riesgo de contraer este tipo
de patologias (Das y col, 2000). Por ejemplo, la hidroélisis de la glucorafanina,
un glucosinolato que se encuentra en grandes cantidades en brocoli, produce
un isotiocianato, el sulfurofano que tiene un potente efecto contra el cancer, el
glucosinolato glucobrasicina presente también en brocoli se hidroliza a indol-

3-carbinol que también es un conocido anticancerigeno (Keck y Finley, 2004).

I.5 COSECHA

Para el consumo de brocoli se cosechan las inflorescencias inmaduras. La
recoleccion de las mismas comienza cuando la longitud del tallo alcanza S 6 6
cm. Posteriormente, se van recolectando a medida que se van produciendo los
rebrotes de inflorescencias laterales. En general, las cabezas de brécoli se
cosechan con algunas de las hojas que las rodean para que queden
protegidas. La cosecha se realiza a mano y se debe comenzar en las primeras
horas de la manana y se deben mantener en condiciones de alta humedad
para minimizar la deshidratacion. Debido a que es un 6rgano que se cosecha

en estado inmaduro y a que posee una tasa respiratoria muy elevada, se trata



Introduccién General

de un producto altamente perecedero, por lo que luego de la cosecha, se
recomienda bajar rapidamente la temperatura.

Un brocoli de buena calidad debe tener las flores bien cerradas y de color
verde oscuro brillante, la cabeza debe ser compacta (firme a la presion de la
mano) y el tallo bien <cortado y de la longitud requerida.

(www.angelfire.com/ia2 /ingenieriaagricola/brocoli.htm, anénimo, 2004).

1.6 COMERCIALIZACION

El impulso que ha tenido el brocoli en E.E.U.U. en los tltimos anos demuestra
que existe un gran potencial de mercado para esta hortaliza. Su cultivo se
introdujo en ese pais a principios del siglo XIX y actualmente la superficie
cultivada supera las 40.000 ha y la produccion ronda las 450.000 Ton/afo. El
consumo entre los estadounidenses crecio de 0,7 a 2,5 kg/capita/ano entre
1970 y 1994. En Europa, la superficie cultivada va aumentando
paulatinamente, y aunque la produccion total en toda la Comunidad Europea
no supera las 35.000 Ton/afo; en ciertas regiones ha tenido un desarrollo
marcado, como por ejemplo en Murcia, donde se pas6 de 940 ha en 1989 a
2200 ha en 1993. En Asia, a pesar de ser un cultivo también reciente, hay
produccion en diferentes paises. Se destaca Japon, donde se ha realizado un
significativo mejoramiento genético de esta variedad botanica. En Argentina, no
hay registros precisos acerca del consumo de brocoli. Datos de la década de los
80 indican so6lo 0,5 kg/habitante/afno, pero durante el periodo 1990/95 los
volimenes historicos de ingreso al Mercado Central de Buenos Aires han
crecido un 265 % (2285,4 Ton en 1995). La produccion se concentra en la zona
del conurbano bonaerense, y aunque no hay datos precisos sobre superficie
cultivada, la oferta del producto sigue creciendo. Como en todo el mundo, la
difusion en los medios locales de las cualidades nutritivas y propiedades
anticancerigenas del brocoli ha servido de disparador para atraer a un
segmento de consumidores que manifiesta una preocupaciéon creciente por la
salud. Los EEUU importan alrededor de 45.000 Ton anuales de broécoli, lo que
constituye un mercado potencial para exportar brocoli de Argentina si se logra
la calidad adecuada (Stoppani y Francescangeli, 2000).
(www.inta.gov.ar/actual/ant/2007 /mayO8bis.htm)
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1.7 MANEJO POSTCOSECHA DE BROCOLI

Temperatura y humedad relativa 6ptima

La refrigeracion es extremadamente importante para conseguir una vida de
anaquel adecuada. Se requiere una temperatura de O °C y una HR >95 % para
optimizar la vida de almacenamiento (21-28 dias). El bréocoli almacenado a 5
°C puede tener una vida util de 14 dias, pero a 10 °C es de solo 5 dias.
Generalmente, el brocoli se enfria rapidamente con la inyeccion de una mezcla
de hielo-agua (liquid-icing) a los cartones encerados en los que se ha
empacado el producto en el campo. El hidroenfriamiento y el enfriamiento con
aire forzado también pueden usarse, pero el manejo de la temperatura durante

la distribucién es mas critico que el empacado con hielo.

Daiio por congelacion

Puede ocurrir si se agrega sal a la mezcla hielo-agua o cuando el brécoli sin
hielo se almacena a una temperatura inferior a -1 °C. Las areas danadas
(congeladas y después descongeladas) resultan de color verde oscuro y
apariencia translucida, pudiendo tornarse pardas y volverse muy susceptibles

a la pudricion bacteriana.

Tasa de respiracion

Las cabezas de brocoli tienen tasas de respiracion relativamente altas:
Temperatura O °C 5°C 10 °C 15 °C 20 °C

mL CO2z kg h-1 10-11 16-18 38-43 80-90 140-160

La tasa de respiracion de las flores cortadas es ligeramente superior al doble

de la tasa respiratoria de las cabezas intactas por unidad de peso.

Tasa de produccion de etileno y sus efectos

El brocoli presenta una tasa de produccion de etileno muy baja, menos de 0.1
uL kgt h-1 a 20 °C, pero es extremadamente sensible al etileno presente en el
ambiente postcosecha. El amarillamiento de las flores es el sintoma mas
comun. El contacto con 2 ppm de etileno a 10 °C reduce la vida de anaquel en

un 50 %.

11
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Efecto de las atmoésferas controladas (AC)

En general, el brocoli se puede almacenar adecuadamente en atmosferas
conteniendo 1-2 % Oz con 5-10 % CO; en un intervalo de temperatura de 0-5
°C. Aunque en condiciones controladas tales concentraciones bajas de O,
extienden la vida de anaquel, las fluctuaciones de temperatura durante el
manejo comercial hacen que estas concentraciones sean riesgosas pues el
brocoli puede producir volatiles azufrados de olor desagradable. Como
resultado, se recomienda una tasa de recambio de aire alta en los
contenedores maritimos en los que se embarca el brécoli. La mayoria de los
empaques con atmoésfera modificada para brocoli estan disefiados para
mantener tanto el Oz como el CO, a concentraciones de cerca del 10 % para

evitar el desarrollo de estos volatiles de olores indeseables.

Daiio fisico

El manejo descuidado durante la cosecha puede causar dafno mecanico a las
flores, lo cual puede exacerbar la produccién de etileno y acelerar la
senescencia. Asimismo, las lesiones mecanicas en los tejidos representan una
via de acceso a organismos patogenos que conducen a un incremento en la

incidencia de pudriciones.

Consideraciones especiales

La vida de almacenamiento varia considerablemente entre cultivares de
brocoli. La vida 1util (aparicion de cualquier flor amarilla = terminacion de la
vida util) puede variar de 12 a 25 dias dependiendo del cultivar: Vida tutil de
diferentes cultivares de brocoli almacenados a 5 °C, y 95 % HR.

Corta (< 20 dias): Baccus, Brigadier, Cruiser, De Cicco, Mariner, Zeus

Media (20 a 25 dias): Embassy, Emperor, Galaxy, Gem, Green Lady, Green
Valiant, Pinnacle

Larga (>25 dias): Greenbelt, Marathon, Packman, Pirate, Shogun, Skiff
(Cantwell y Suslow, 1997)

(www.postharvest.ucdavis.edu/Produce/ProduceFacts/Espanol/Brocoli/html)

12
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1.8 FISIOLOGIA POSTCOSECHA DE BROCOLI

El proceso de cosecha de un o6rgano implica la separacion del mismo de la
planta madre. En consecuencia, se produce un severo estrés ya que los
organos cosechados pierden drasticamente los aportes de energia, nutrientes,
minerales, y hormonas provenientes de la planta madre. En muchos casos
esto desencadena rapidamente el proceso de senescencia, por lo que el tiempo
de vida postcosecha para estos vegetales es corto (King y Morris, 1994).

Del broécoli se consume su inflorescencia, la cual se cosecha en un estado
completamente inmaduro. Precisamente, estos 6rganos requieren un aporte
mas importante de nutrientes, hormonas y energia por lo que se desencadena
una senescencia muy acelerada durante la postcosecha. Su efecto mas notorio
es la rapida pérdida de clorofila de los sépalos de las flores inmaduras (King y
Morris, 1994).

El corte y dano producido durante la cosecha aumenta la produccion de
etileno en brocoli 5-10 veces, lo cual acelera ain mas la senescencia. Este pico
de etileno puede ser reducido por efecto del almacenamiento refrigerado (Tian
y col, 1994; Pogson y Morris, 1997). La pérdida de clorofila en brocoli puede
ser retrasada por inhibidores de la sintesis de etileno y acelerada por la
aplicacion exogena de etileno y acido 1-aminociclopropano 1-carboxilico (ACC)
(Aharoni y col, 1985; Tian y col, 1994). Las citoquininas retrasan
notablemente la senescencia postcosecha de brocoli, posponen la pérdida de
clorofila, de proteina y la deshidratacién, de todos modos su aplicacion
comercial no se encuentra permitida (Costa y col, 2004).

El brocoli posee una alta tasa respiratoria en la postcosecha, pero el
almacenamiento refrigerado puede reducirla y prolongar la vida postcosecha
(King y Morris, 1994). Una vez cosechados los brocolis respiran casi un 1 % de
su peso seco por hora (King y Morris, 1994), la tasa respiratoria declina a mas
del 65 % dentro de las 12 horas después de la cosecha a 20 °C y luego se
estabiliza (King y Morris, 1994). Atmoésferas controladas con alta
concentracion de CO, y bajas de O, también reducen la tasa respiratoria
(Aharoni y col, 1985).

Durante el almacenamiento a 20 °C se produce una disminucion del contenido

de acidos grasos y un aumento de la peroxidacion de lipidos que se
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correlacionan con el deterioro que se produce durante la postcosecha (Zhuang

y col, 1997).
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II. SENESCENCIA

II.1 La senescencia como un tipo de muerte celular programada

La muerte celular programada, en inglés, “programmed cell death” (PCD) es
definida como un proceso de autodestruccion de la célula disparado por
factores externos o internos. Esta es mediada a través de un programa
genético que se ha demostrado juega un rol crucial en el desarrollo y
supervivencia de diversos organismos (Pontier y col, 2004).

Una de las PCD mas caracteristicas en plantas es la proteccion contra
organismos patogenos a través de la denominada respuesta hipersensible.
Cuando una planta es infectada por un organismo patégeno la célula en el
sitio de infeccion acumula altas concentraciones de especies reactivas de
oxigeno, compuestos fenodlicos y muere, formando un pequeno halo circular
alrededor de la zona de infeccion llamada lesion necrética. La funciéon de la
lesion necrética es rapidamente rodear al patéogeno aislandolo y previniendo
que se expanda a los tejidos sanos. En la respuesta hipersensible las senales
liberadas por el patégeno inician rutas bioquimicas que conducen a la muerte
de la célula.

Existen otros numerosos tipos de muerte celular programada y la senescencia
es una de ellas. La senescencia se puede representar como una secuencia de
eventos metabodlicos que ocurren en la fase final del desarrollo y culmina en la
muerte celular programada, de toda la planta, 6rganos, tejidos o células. Es
un proceso activamente ordenado que resulta en cambios del metabolismo
altamente coordinados y el desmantelamiento programado de la célula (Jones,

2004).

Etapas de la senescencia

1. Iniciacién: Un estimulo hormonal y/o ambiental desencadena la
senescencia y se produce un cambio a nivel genético que conduce a la
activacion de algunos genes e inactivacion de otros, se produce un cambio
en el estado rédox de las células y se redirecciona el metabolismo, hay

rutas metabodlicas que se aceleran y otras que dejan de funcionar.
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2. Reorganizacion: Activacion de rutas que generan movilizacion y reciclado

de nutrientes. Desorganizacion de cloroplastos, no se genera energia a
partir de la luz sino a partir de las reservas. Se produce la diferenciacion
reversible de organelas, una caracteristica de senescencia es la transicion
de cloroplasto a gerontoplasto (cloroplasto envejecido).

3. Fase terminal: Liberacion de radicales libres, pérdida irreversible de

integridad y viabilidad de las células. El estrés originado por radicales
libres estimula la generacion de antibioticos y otros compuestos que
actuan en defensa contra patogenos, siendo ésta una respuesta secundaria

de la planta.

La senescencia es un proceso genéticamente programado

Durante la senescencia, algunas organelas son destruidas mientras otras
permanecen activas, el cloroplasto es la primer organela en deteriorarse, no asi
el nacleo y las mitocondrias que permanecen intactas hasta las ultimas etapas,
dado que hay cambios en la expresion de genes y generacion de energia que se
conservan hasta el final.

Los tejidos senescentes realizan procesos catabdlicos que requieren de la
sintesis de novo de varias enzimas hidroliticas, como proteasas, lipasas,
nucleasas, enzimas que degradan clorofila. La sintesis de enzimas especificas
de la senescencia involucra la activacion de genes especificos.

La expresion de muchos genes es reducida durante la senescencia pero la

expresion de muchos otros es activada.

I1.2 Tipos de senescencia

La senescencia ocurre en varios tipos de 6rganos y en respuesta a numerosos
factores. La senescencia de la planta entera luego de un ciclo reproductivo es
llamada senescencia monocarpica. Otros tipos de senescencia incluyen la
senescencia de los brotes aéreos de las plantas herbaceas perennes, la
senescencia estacional de las hojas, por ejemplo en arboles caducifolios, la
senescencia secuencial, en la cual el 6rgano muere luego de alcanzar cierta
edad, senescencia de células especializadas como tricomas, traqueidas, etc. Los

disparadores de los diferentes tipos de senescencia son varios; pueden ser
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internos como en la senescencia monocarpica o externos como la longitud del
dia o la temperatura. Independientemente de cual sea el estimulo inicial, los
diferentes patrones de senescencia podrian compartir el mismo programa
interno en el cual un gen regulador de la senescencia inicia una cascada de
expresion de genes secundarios que eventualmente conducen a la senescencia

y muerte (Zeiger y Taiz, 2004).

Senescencia foliar

Aunque el término “senescencia” usualmente evoca la idea de irreversibilidad,
el proceso de degradacion de los cloroplastos y redistribucion de nutrientes es
reversible, y las hojas pueden “reverdecer” aun después que han perdido el 90
% de la clorofila y proteinas (Zavaleta-Mancera y col, 1999).

La senescencia foliar es un proceso de importancia econémica. Por ejemplo, los

procesos de senescencia acortan la vida postcosecha de muchas hortalizas.

II.3 Causas de la senescencia

La senescencia puede iniciarse en un 6rgano unido a la planta o en la planta
entera como consecuencia de la edad o determinado estado fisiolégico. Sin
embargo, la senescencia tambien se puede desencadenar por diversos factores
bioticos y abidticos causantes de estrés: infeccién por patégenos, déficit de
agua o nutrientes, estrés oxidativo, etc. Los estudios de las vias de
senalizacion de respuesta a estrés, han mostrado que existen muchos genes
involucrados en éste proceso que también estan vinculados a senescencia. De
todas maneras, en los casos de senescencia no inducida por estrés, muchos
de los genes que se expresan en estas situaciones se manifiestan luego de
iniciada la senescencia, por lo que se considera que dicha expresion se activa
porque la senescencia condujo a una situacion de estrés (Buchanan-Wollaston
y col, 2003).

La senescencia en plantas puede ser inducida por oscuridad, en esta situacion
se produce una disminucién de la fotosintesis y una consecuente disminucion
en los niveles de azucares, induciendo la senescencia (Hensel y col, 1993). Otro
factor que actia como acelerador del proceso de senescencia es el estrés

oxidativo. Asimismo, la degradaciéon de macromoléculas que acompana a la
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senescencia genera estrés oxidativo ya que se producen gran cantidad de
especies reactivas del oxigeno (EROs) y radicales libres, que aceleran aiin mas

la senescencia (Thompson y col, 1998).

I1.4 Alteraciones metabdlicas que ocurren durante la senescencia

Los tejidos en senescencia muestran un activo metabolismo destinado a
reciclar nutrientes. Cuando un 6rgano entra en senescencia cesa la fotosintesis
(si el organo previamente la realizaba) y deja de ser autotrofo para pasar a
tener un metabolismo heterotrofo dominado por un intenso catabolismo. El
objeto central de la senescencia es proveer energia y nutrientes a otras partes
de la planta que puede necesitarla para diversos usos: acumulacion de
reservas en semillas, desarrollo de frutos, desarrollo de flores, formacién de

polen, etc.

Degradacion de clorofilas

El amarillamiento de algunos organos durante la senescencia es el rasgo
caracteristico de la senescencia y esta dada principalmente por la degradacion
de clorofilas. El catabolismo de la clorofila comienza con el desmantelamiento
de los complejos proteina-clorofila en las membranas tilacoidales de los
cloroplastos. Una vez liberada, la clorofila sufre la eliminacion del fitol por la
enzima clorofilasa para dar un compuesto hidrosoluble, el clorofilido. E1 Mg2*
es luego removido por la enzima Mg-dequelatasa para generar feoférbido. En el
paso subsiguiente la enzima feoférbido-a-oxigenasa transforma el feoférbido
en catabolito rojo de la clorofila (RCC), luego mediante la enzima RCC
reductasa se forman los metabolitos fluorescentes de clorofila (FCC) que son
transportados a la vacuola. En esta organela son modificados hacia
metabolitos no fluorescentes de clorofila (NCC) y almacenados (Matile y col,

1999) Esquema 1.
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Esquema 1: Ruta de degradacion de clorofila (De Matile y col, 1999).
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Degradacion de proteinas

La degradacion de proteinas es probablemente el proceso catabdlico mas
significativo que tiene lugar durante la senescencia ya que la removilizacion de
aminoacidos es muy importante para el desarrollo de otros o6rganos de la
planta. En la senescencia ocurre una activa protedlisis a cargo de proteasas
especificas que se trascriben de novo durante este periodo. Se han identificado
genes de proteasas asociados a la senescencia en diversas especies.

Muchas de las proteinas estan localizadas en los cloroplastos y es probable
que la etapa inicial de la degradacién de las proteinas ocurra en estas
organelas (Buchanan-Wollaston, 1997). Por tal razon la degradacion de
proteinas cloroplasticas es un proceso clave para la exportacion de nitrégeno
durante la senescencia foliar (Feller y Fischer, 1994). Los cloroplastos son
desmantelados en una etapa temprana de la senescencia caracterizada por
una disminucion en la capacidad fotosintética y una pérdida de proteinas
involucradas en los procesos de asimilacion (Feller y Fischer, 1994; Feller,
2004).

El nitrogeno presente en proteinas y acidos nucleicos es convertido a
aminoacidos. Los aminoacidos son procesados de modo de reciclar el
nitréogeno como glutamina y asparagina. La fuente de amonio y glutamato para
este proceso se produce a través de transaminaciéon y desaminacion de
aminoacidos liberados de las proteinas degradadas (Feller y Fischer, 1994).
Finalmente se produce glutamina por accion de la glutamina-sintetasa. La
glutamina se convierte también en asparagina, que junto con la glutamina es
traslocada por el floema desde las hojas senescentes (Feller y Fischer, 1994).
Un aumento en la expresion de genes de glutamina-sintetasa y asparagina
sintetasa ha sido observado en tejidos senescentes.

Por otro lado, el esqueleto carbonado de los aminoacidos puede entrar a la
gluconegénesis como piruvato, acetil CoA o a-cetoglutarato (Buchanan-

Wollaston, 1997).Esquema 2.
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Esquema 2: Ruta de degradacion de proteinas

Degradacion de lipidos

Las membranas celulares constituyen una reserva de lipidos que son
movilizadas y utilizadas durante la senescencia. En hojas senescentes los
niveles de lipidos totales disminuyen, incluidos los de las membranas
tilacoidales. La actividad respiratoria en un tejido senescente es alta y es
necesario un continuo abastecimiento de energia que permita los procesos de
degradacion y movilizacion. El suplemento de fotosintatos para mantener la
respiracion va disminuyendo debido al desmantelamiento de los cloroplastos.
En su reemplazo, hay evidencia que sostiene que los componentes de las
membranas celulares son metabolizados en hojas senescentes para proveer de
energia a la respiracion (Wanner y col, 1991). El cociente respiratorio de hojas
senescentes tiende a ser bajo lo que indica que el sustrato para la respiracion
son acidos grasos mas que sacarosa. A partir de la degradacion de lipidos se
generan moléculas de acetil-CoA las que pueden utilizarse directamente para
la respiracion o bien ser utilizadas por la via del glioxalato y gluconeogénesis
para la sintesis de aztcares que podrian ser exportados. También enzimas del

ciclo del glioxalato como la malato-sintasa y la isocitrato-sintasa aumentan
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durante la senescencia. Los galactolipidos, los cuales son los principales
componentes de las membranas celulares, podrian ser metabolizados via el
ciclo del glioxalato durante la senescencia (Vicentini y Matile, 1993). Por otro
lado, el aumento en la formacion de especies reactivas al oxigeno que se da
durante la senescencia podria iniciar la peroxidacion lipidica, contribuyendo a

la degradacion de los mismos. Esquema 3.
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Esquema 3: Ruta de degradacion de lipidos

Degradacion de dcidos nucleicos

Los acidos nucleicos, en particular el ARN ribosomal, son una importante
fuente de carbono, nitrégeno y especialmente fosforo en la célula senescente.
Los niveles de ADN permanecen relativamente constantes a medida que
avanza la senescencia, pero los niveles de ARNr disminuyen. Se ha visto un
incremento en la actividad de ARNasas en tejidos senescentes. En Arabidopsis
genes de ARNasas aumentan su expresion en condiciones limitante de fésforo,
y uno de estos genes, el RNS2, es también expresado en altos niveles en hojas
senescentes y es probable que sea importante para la degradacion de ARN y
removilizacion del fésforo en hojas senescentes. Las purinas y pirimidinas,
resultado de la degradacion de acidos nucleicos, son convertidas a carbono y

nitrogeno para exportar. El aumento en los niveles de ureasa y xantina
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oxidasa observada en peroxisomas de hojas senescentes indicaria que el
catabolismo de purina tendria lugar en esta organela (Vicentini y Matile,

1993).

Alteracion de membranas

El proceso de senescencia esta vinculado a cambios en el sistema de
membranas que mantiene la compartimentalizacion de las células.

Las membranas cambian su composicion ya que hay un aumento de la
actividad fosfolipasa lo que conduce a la degradacion de fosfolipidos. Este
factor mas la degradacion de triglicéridos y la peroxidacion lipidica contribuye
a un cambio en la viscosidad de las membranas y desorganizacion de las
mismas. Esto ocasiona un aumento en la permeabilidad conduciendo a la
pérdida de compartamentalizacion y a la pérdida de agua, generando

deshidratacion (Thompson y col, 1998).

Desorganizacion celular

Durante la senescencia se producen cambios citologicos importantes:
reduccion en el numero de ribosomas, transicion de cloroplastos hacia
gerontoplastos, desaparicion de los granulos de almidon, pérdida de densidad
en los tilacoides, se forman plastoglobulos que contiene material lipidico, el
reticulo endoplasmico tubular se transforma en vesicular, posteriormente
desaparecen el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, y se desintegran
las membranas vacuolares. Las mitocondrias muestran algunos cambios de
tamano y morfologia en las primeras etapas, pero se mantienen funcionales
hasta el final de la senescencia. Los nucleos también se mantienen estables
durante la senescencia hasta la etapa final donde las membranas se alteran,

se llenan de vesiculas y se pierde la cromatina (Gan y Amasino, 1997).

II.5 Reguladores de la senescencia

Etileno

El etileno es una hormona reguladora de muchos procesos vegetales tales como

la germinacion, el desarrollo de la semilla, maduracion de frutos y senescencia

de las flores. El etileno se encuentra también esta involucrado en respuesta a

23



Introduccién General

factores externos como el danno mecanico, ataque de patégenos, y otros tipos de
estrés causado por factores ambientales como ozono o radiacion UV. En frutos
climatéricos el etileno promueve la maduracion induciendo la expresion de
muchos genes de enzimas necesarias para el proceso de maduracion y en flores
parece tener un rol en la regulacion de la senescencia. Esta hormona, si bien
tiene un rol importante en la senescencia no es el desencadenante de la
misma.

La sintesis de etileno comienza con el aminoacido metionina que luego es
transformado en S-adenosil metionina (SAM) por la enzima SAM-sintetasa,
luego, por medio de la enzima ACC sintasa se forma ACC (acidol-
aminociclopropano-1-carboxilico) que por accion de la enzima ACC oxidasa se
transforma en etileno (Adams y Yang, 1979). En maduracion de frutos, pétalos
senescentes de flores, y poscosecha de brocoli, entre otros, se detecté un
aumento en la expresion de genes que codifican para estas dos enzimas.
(Hamilton y col, 1990; Park y col, 1992; Pogson y col, 1995). Experimentos con
plantas transgénicas donde la expresion del gen es bloqueada (antisentido de
ACC oxidasa) mostraron que la senescencia en las hojas fue retrasada 10 a 14
dias y que éstas se mantuvieron fotosintéticamente activas durante este
periodo. Sin embargo, una vez iniciada la senescencia ésta se emparejo con las
plantas de tipo salvaje (John y col, 1995).

Por otro lado, plantas de tomate con la mutacion never ripe donde ha sido
bloqueada la percepcion del etileno, produce fruta que madura muy

lentamente (Lanahan y col, 1994).

Citoguininas

Las citoquininas son hormonas esenciales para el desarrollo de las plantas. No
se conocen mutantes que no sinteticen estas hormonas, por lo que se cree que
son indispensables para la viabilidad vegetal. Las citoquininas promueven la
division celular, la formacién y crecimiento de brotes laterales, la movilizacion
de nutrientes hacia las hojas, la germinacion de las semillas, el desarrollo de
brotes y la maduracion de los cloroplastos. Promueven la expansion celular en
hojas y cotiledones, al igual que las auxinas, por un incremento en la
extensibilidad mecanica aunque sin bombeo de protones.

En el proceso de senescencia las citoquininas retrasan marcadamente el

progreso de la misma. La senescencia esta regulada por un balance hormonal
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dado por los niveles de citoquininas y de etileno, es por ello que las
citoquininas se podrian utilizar para mantener mas tiempo el color verde de
las hojas de hortalizas hasta su consumo.

Las citoquininas son sintetizadas en el meristema de la raiz y transportadas
por el xilema al resto de la planta. Se ha visto que los niveles de citoquininas
en xilema disminuyen cuando la senescencia es iniciada, y se ha sugerido que
un bajo nivel de citoquininas podria causar el comienzo de la senescencia. Las
citoquininas son un regulador natural de la senescencia y las mismas pueden
inhibir la transcripcion de genes asociados a la senescencia (Zeiger y Taiz,
2002).

Una prueba concluyente del rol de las citoquininas en senescencia se obtuvo
mediante experimentos realizados con plantas de tabaco a las que se les
incorpor6 un gen de isopentenyltransferasa (IPT, enzima clave en la sintesis de
citoquininas) bajo la regulacion de un promotor SAG12 (un gen especifico de
senescencia de Arabidopsis). En estas plantas, este gen sb6lo se transcribe
durante la senescencia foliar. Consecuentemente, las hojas de las plantas
transgénicas no mostraron signos de senescencia, la actividad fotosintética fue

alta y se produjeron mas flores (Gan y Amasino, 1995).

Otras hormonas

Existen otras hormonas que participan en la senescencia

Acido abscisico (ABA): Promueve la senescencia de las hojas:

Por efecto propio
Por estimulacion de la biosintesis de etileno

Acido jasmoénico: Promueve la senescencia

Poliaminas: Son inhibidores de la senescencia, ellas inhiben el aumento de
ARNasas, proteasas, peroxidasas; reduce el periodo de senescencia de
protoplastos, induce sintesis de ADN y actividad mitética, promueve la sintesis
de macromoléculas, estabiliza la membrana de los tilacoides, mantiene alto el

contenido de las proteinas y previene la perdida de clorofila en hojas.
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III. VEGETALES FRESCOS CORTADOS

II1.1 Definicion

Los vegetales frescos cortados pueden ser conocidos o denominados también
como:

Vegetales minimamente procesados (minimally processed)

Productos procesados en fresco

Productos listos para consumir (ready to eat)

Productos frescos cortados (fresh cut)

Vegetales cuarta gama

Se pueden encontrar diversas definiciones de este tipo de productos en la
literatura:

a. Hortalizas y frutas frescas limpias, trozadas y envasadas que mantienen sus
propiedades naturales y que estan listas para ser consumidas.

b. Aquellas frutas y hortalizas procesadas para aumentar su funcionalidad sin
cambiar de forma apreciable sus propiedades originales.

c. Son productos frescos que se procesan con el objetivo de proveer al
consumidor de un alimento listo para ser consumido (ready-to-eat) con

caracteristicas similares a los productos frescos.

El consumo de frutas y hortalizas en la dieta diaria tiene un efecto benéfico
para la salud, ya que son una excelente fuente de vitaminas, minerales y fibra,
ademas de poseer bajo contenido caldrico. Sin embargo este consumo es
todavia muy bajo, considerando las recomendaciones hechas por los
profesionales de la salud. La introduccion en los mercados de los productos
frescos cortados es una forma de incrementar el consumo de frutas y
hortalizas, debido a su atractiva presentacion, apariencia y sabor. (Martin-
Belloso y Rojas-Grat, 2005).

El procesado minimo de productos frutihorticolas frescos es una tendencia de
consumo que se encuentra en gran expansion, ya que partir de los anos 80, la
poblacion mundial empezo a tener conciencia acerca de la relevancia que tiene

para la alimentacion la ingesta de frutas y hortalizas frescas, situaciéon que ha
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ido provocando modificaciones graduales en los habitos alimentarios.

Ademas, entre otros fendémenos socioeconémicos que han ocurrido
ultimamente, se observa que en ciertos sectores de la poblacion se ha reducido
el niumero de integrantes de la familia, ha aumentado el nimero de personas
que viven solas y de hogares en donde ambos integrantes de la pareja trabajan
fuera del mismo, lo cual ha provocado un cambio en el estilo de vida y en las
preferencias alimenticias. El ritmo de vida actual de determinados segmentos
de la poblacion, los cuales tienen un nivel de actividad y ocupacion alto,
evidencian una menor disponibilidad de tiempo para las tareas domésticas,
por lo que se tiende a utilizar alimentos preparados, precocidos, etc. En
consecuencia entre las alternativas que se pueden ofrecer para satisfacer las
necesidades de estos consumidores, figuran los vegetales minimamente
procesados.

Por otro lado, los consumidores demandan productos libres de defectos, que
tengan un grado de madurez Optimo, que posean una elevada calidad
organoléptica y nutricional, indcuos y libres de compuestos toxicos (Watada y
col, 1996).

El procesado minimo comprende distintas operaciones que pueden resumirse
en: recepcion; seleccion y clasificacion; pre-enfriado; acondicionamiento;
pelado; cortado; lavado/desinfeccion; tratamientos; escurrido; envasado;
refrigeracion.

Los vegetales frescos cortados se deterioran mucho mas rapidamente que los
productos intactos como resultado directo de las heridas asociadas al
procesamiento, el cual conduce a numerosos cambios fisicos y fisiologicos que

afectan la calidad del alimento (Saltveit, 1997)

II1.2 Efectos del procesado

1II.2. 1 Intensidad respiratoria y deshidratacion

Como resultado del estrés sufrido por el procesamiento la tasa respiratoria
aumenta. Por ejemplo, en brocoli la tasa aumenta 1,4 veces y en lechuga
cortada se incrementa 2 veces.

El aumento de la relacion superficie/volumen en los productos procesados

incrementa enormemente la pérdida de agua. En kiwi, por ejemplo, el trozado
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y el pelado incrementa la pérdida de peso respecto al fruto entero (Agar y col,
1999).

III.2.2 Produccion de etileno

La produccién de etileno aumenta significativamente como respuesta al corte.
En tomates cortados en discos la produccién de etileno se incrementa 20 veces
en comparacion con el fruto entero. También en kiwi cortado la produccion de
etileno aumenta 16 veces, la produccion de etileno en general es proporcional

a la intensidad del estrés generado (Watada y col, 1990).

1II.2.3 Pérdida de firmeza

La pérdida de firmeza es otro factor a tener en cuenta en productos frescos
cortados. La firmeza esta dada por la integridad de las paredes celulares y el
grado de hidratacion de los productos. En kiwi, por ejemplo, rodajas
almacenadas durante 2 dias a 2 °C pierden el 50 % de su firmeza inicial. En
general, la actividad de muchas enzimas que degradan la pared celular se
incrementa frente a aumentos en la produccion de etileno, en este caso
inducido por el procesamiento del vegetal. Asimismo, Varoquaux y col. (1990)
sugieren que hay una hidrélisis enzimatica de la pared celular producto del

corte donde enzimas pectinoliticas y proteoliticas son liberadas en los tejidos.

1I1.2.4 Alteraciones microbiolégicas

Una barrera que protege contra la contaminacion microbiolégica a los
vegetales es su cascara o cubierta. Los vegetales provienen del campo con una
carga microbiana inicial, y si el vegetal no es desinfectado, al producirse el
corte o el pelado, este se contaminara. Se sabe que la presencia de patogenos
en los vegetales minimamente procesados obedece a la contaminacion en
algunos de los puntos de la cadena de producciéon de los mismos (Diaz-Cinco y
col, 2005).

III.2.5 Alteraciones del color

Una de las principales reacciones que ocurre como consecuencia del
procesado es el pardeamiento enzimatico. El procesamiento destruye la
compartamentalizacion celular, poniendo en contacto los compuestos fenédlicos

con las enzimas polifenoloxidasas (PPO), por lo que se produce su oxidacion a
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quinonas, las que a su vez experimentan procesos de polimerizacion que dan
lugar a compuestos coloreados denominados melaninas.

Otras alteraciones de color son la formacion de superficies blanquecinas en
zanahorias “white blush or white bloom”, causada por una deshidratacion en
la superficie del corte y la posterior sintesis de lignina.

También se puede reducir la concentraciéon de pigmentos verdes vy
acumulacion de amarillos (“yellowing or degreening”) en lechuga, coliflor y

brocoli; a causa de la degradacion de clorofilas.

1II.2.6 Pérdida de nutrientes y caracteristicas organolépticas

El procesamiento puede contribuir a la pérdida de nutrientes por
solubilizacion de los mismos en el agua de lavado o por eliminacién de alguna
parte del vegetal. Generalmente el contenido de vitamina C disminuye en la
mayoria de los tejidos procesados.

Los cambios que ocurren dentro de los perfiles de aromas de los diferentes
productos pueden ser muy importantes y afectar la aceptacion del
consumidor. Por ejemplo, en melon precortado se produce una disminucion de
ésteres y sintesis de terpenoides en 24 hs. (Lamikanra y Richard, 2002). En
otros casos el estrés mecanico provoca la aparicion de aromas que no se dan
en el producto intacto. Por ejemplo, en ajo, después del dafnio mecanico se
generan aromas donde el aminoacido aliina es oxidado por la alinasa para
generar alicina. La peroxidacion enzimatica de los acido grasos insaturados es
un ejemplo de la modificacion de los aromas de los vegetales frescos cortados.
Esta peroxidacion es catalizada por la lipoxigenasa que conduce a la

formacion de diversos aldehidos y cetonas de olores caracteristicos.

III.3 Factores que afectan la calidad de los productos minimamente

procesados

Para obtener un producto de calidad hay que tener en cuenta factores como:

III.3.1 Variedad y estado de madurez

Previo al procesado es necesario realizar una adecuada seleccion del material

vegetal, de manera que éste posea las mejores aptitudes para el
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procesamiento. La correcta eleccion de la variedad es muy importante ya que
no todas las variedades se comportan frente al procesado de la misma manera.
Kim y col, (1993) encontraron que manzanas cortadas de distintas variedades
diferian ampliamente en las tasa de respiracion, pérdida de firmeza y en los
cambios de color durante el almacenamiento.

La seleccion del estado de madurez es tambien esencial para el procesado. En
el caso de frutos, se debe seleccionar producto lo suficientemente maduro
como para que los aromas y sabores propios se hayan desarrollado, pero no

sobremaduro ya que se deterioraria rapidamente.

III.3.2 Sanidad

Debe partirse de una materia prima con las mejores caracteristicas sanitarias,
la implementacion de las buenas practicas agricolas (BPA), las buenas
practicas de manufactura (BPM) y el analisis de peligros y puntos criticos de
control (APPCC, HACCP), son necesarias para asegurar la inocuidad de estos
productos.

Para reducir la carga microbiana generalmente se utiliza agua adicionada con
hipoclorito sédico. Existen otras alternativas quimicas como son el uso de
peroxido de hidrégeno, la utilizacion de ozono, acidos organicos y acido
peroxiacético.

Otro posible tratamiento es la utilizaciéon de antimicrobianos naturales como
los aceites esenciales, asi como también bacterias lacticas.

Entre los tratamientos fisicos que se pueden utilizar se encuentran los
tratamientos térmicos, las radiaciones ionizantes gamma y las no ionizantes

como la radiacion ultravioleta UV-C y la radio frecuencia.

1II.3.3 Temperatura de almacenamiento

Uno de los factores mas importante que ha ser controlado para mantener la
calidad de los productos frescos cortados es la temperatura. La cadena de frio
debe mantenerse durante todo el proceso y hasta que el producto sea
consumido.

La temperatura determina la velocidad de las reacciones quimicas. Cuando la
temperatura aumenta de O ° a 10 °C, la respiracion se incrementa
sustancialmente por 2 o 3 (Ley de Van't Hoff) y cuando la respiracion aumenta

los sustratos son consumidos rapidamente con la consecuente pérdida de
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calidad y vida media del producto. Como ya se menciono previamente, la tasa
respiratoria de los vegetales frescos cortados generalmente es mas alta que el
producto intacto. En algunos casos como en arvejas, uvas y zucchinis es
ligeramente mayor, mientras que en kiwi y en lechuga el incremento en la tasa
respiratoria como concecuencia del procesamiento es mayor al 100 % (Watada
y col, 1996). Asimismo, el aumento de temperatura también acelera el
desarrollo microbiano. La temperatura recomendada para la comercializacion
y distribucion de los productos frescos cortados oscila entre O y 5 °C.

Aunque esta comprobado que el uso de bajas temperaturas es necesario en
productos frescos cortados, se debe tener precaucion en aquellos vegetales
sensibles al dano por frio. No obstante, se ha observado que el dafno por frio
observado en frutos frescos como calabacin (Izumi y Watada, 1995) y pepino
(Watada y col, 1996) es mucho menor que el deterioro natural que se produce
al exponer estos a temperaturas superiores.

El dafio por frio va a depender de la variedad, temperatura y tiempo de

almacenamiento del producto.

1II.3.4 Uso de atmésferas modificadas y controladas

El almacenamiento en atmoésferas modificadas (AM) o controladas (AC),
consiste en colocar el alimento en una atmoésfera diferente a la composicion
normal del aire, involucra una reduccion en los niveles de oxigeno y/o una
elevacion en los niveles de dioxido de carbono. En la AC la concentracion de
gases introducida inicialmente se mantiene constante a través del todo el
periodo de almacenamiento, mediante monitoreos y ajustes continuos, pero en
las AM la concentracion de los gases cambia pasivamente y depende de la tasa
de respiracion del producto y de las caracteristicas de las peliculas utilizadas.

El uso adecuado de las AM y AC trae efectos beneficiosos al producto, como
disminucién en la velocidad de respiracion, reduccion de los efectos del
etileno, retencion de la firmeza y la turgencia, mantenimiento de la calidad
nutritiva del producto, disminucion de la incidencia del dano por frio,
reduccion del pardeamiento enzimatico y menor crecimiento microbiano,

aumentando la vida comercial del producto (Rodriguez-Félix y col, 2005).

31



OBJETIVOS



Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la aplicacion de tecnologias limpias sobre la calidad y senescencia
postcosecha de brocoli minimamente procesado almacenado a diferentes

temperaturas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I:

Estudiar el efecto de bajas dosis de radiacion UV-C sobre diferentes
parametros de calidad y senescencia en brocoli minimamente procesado

almacenado a bajas temperaturas.

Capitulo II:

Estudiar el efecto de un tratamiento térmico con aire caliente sobre
parametros de calidad y senescencia en brocoli minimamente procesado

almacenado a bajas temperaturas.

Capitulo III:

Estudiar el efecto la combinacion de tratamientos térmicos con aire caliente y
radiacion UV-C sobre parametros de calidad y senescencia en brocoli

minimamente procesado almacenado a 0y 20 °C.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

ILMaterial vegetal

Inflorescencias de broécoli (Brassica oleracea var. Itdlica) cultivar Cicco, fueron
obtenidas de un productor local, en las cercanias de la ciudad de La Plata. Se
seleccionaron cabezas centrales verdes en un grado de desarrollo apto para la
comercializacion. La muestra fue cosechada e inmediatamente trasladada al
laboratorio. Se utilizaron cabezas libres de enfermedades y cualquier tipo de

dano, las cuales fueron procesadas y divididas de modo de obtener ramilletes.

II. Tratamientos fisicos

II.1 Tratamiento con radiacién UV-C

Los ramilletes se lavaron en agua conteniendo 150 mg L-! de hipoclorito de
sodio durante 5 min. Posteriormente, se colocaron aproximadamente 100-120
g de ramilletes en bandejas de plastico. Las muestras se irradiaron con 4
lamparas UV (TUV, G30T8, 30 W, Phillips) a una distancia de 30 cm, con una
dosis de 8 kJ.m=2. Los ramilletes fueron cuidadosamente ubicados con las
inflorescencias hacia la radiacion UV-C. La intensidad de flujo de las lamparas
se midid6 con un radiometro digital UV (Cole-Parmer, Instrument Company,
Vernon Hills, IL, USA). Luego del tratamiento las bandejas fueron cubiertas
con PVC de 15 um de espesor y almacenadas a 4 °C durante 21 dias.
Simultaneamente se realizé un testigo lavado con hipoclorito pero sin
tratamiento UV-C que fue envasado como se indicé anteriormente y
directamente almacenado a 4° C. Se tomaron muestras inmediatamente
después del tratamiento y a los 7, 14 y 21 dias de almacenamiento a 4 °C, que
se utilizaron inmediatamente o se congelaron en nitrogeno liquido y se
almacenaron a —20 °C para su posterior analisis.

Se utilizaron cuatro bandejas para cada tratamiento y tiempo de almacenaje.

La experiencia completa se realizoé por triplicado.
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II.2 Tratamiento térmico

Las cabezas de brécoli fueron cuidadosamente divididas en ramilletes y
sumergidas en agua clorada con 150 mg L-! de hipoclorito de sodio durante 15
min a 15 °C. Una vez lavadas se dejaron escurrir y se secaron levemente con
papel. Aproximadamente 100-120 g de ramilletes de broécoli fueron ubicados
en bandejas de plastico y cubiertas con un film de PVC de 15 pm de espesor
perforado para prevenir la deshidratacion. Dieciseis bandejas conteniendo los
ramilletes fueron tratadas con aire caliente a 48 °C por 3 horas en una estufa
sin circulacion de aire. Una vez terminado el tratamiento, se les retir6 el film
perforado, las muestras se ventilaron y se cubrieron nuevamente con el mismo
film, en este caso sin perforar, y se almacenaron a O °C durante 21 dias. El
mismo numero de bandejas conteniendo los ramilletes pero sin tratamiento
térmico fueron almacenadas en las mismas condiciones y usadas como
muestras controles. Se recolectaron muestras inmediatamente después del
tratamiento y luego de 7, 14, y 21 dias de almacenamiento. Los ramilletes
fueron utilizados para alguna medida en fresco o bien congelados en nitrégeno
liquido y almacenados a —20 °C hasta su posterior analisis.

Se utilizaron cuatro bandejas para cada tratamiento y tiempo de almacenaje.

La experiencia completa se realizé por triplicado.

II.3 Tratamiento con radiacién UV-C combinado con tratamiento térmico

de alta temperatura

Seleccién de las condiciones de tratamiento

Los ramilletes de brocoli se procesaron y lavaron de acuerdo a lo descrito en
los parrafos anteriores. Las muestras se irradiaron con 4 lamparas UV (TUV,
G30T8, 30 W, Phillips) a una distancia de 30 cm, con dosis de 5, 8 o0 10 kJ.m™2
de una manera similar a lo descrito previamente. Luego del tratamiento con
UV-C las bandejas fueron cubiertas con PVC de 15 um de espesor para
disminuir la pérdida de humedad. Se las colocé en una estufa y se las trato
con aire caliente a 42, 45 o 48 °C durante 3 horas. Luego de los tratamientos
las bandejas fueron almacenadas a 20 °C durante 4 dias. Se realizaron todas
las combinaciones posibles de tratamiento con radiacion UV-C (5, 8 y 10 kdJ.m-

2) y temperatura (42, 45 y 48 °C). Se utilizaron 16 bandejas por cada
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combinacion UV-C/temperatura. El mismo nimero de bandejas con ramilletes
pero sin tratamiento, fueron almacenadas en las mismas condiciones y usadas
como controles. Para seleccionar el tratamiento oOptimo se determino la
pérdida de peso, el color superficial y sintomas de dano.

Cuatro bandejas de cada combinacién se tomaron inmediatamente después de
los tratamientos y después de 2, 3 y 4 dias de almacenamiento a 20 °C La

experiencia completa se repitio tres veces.

Tratamiento combinado con almacenamiento a 20 °Cy a 0 °C

Una vez seleccionado el tratamiento optimo, un grupo de 16 bandejas
conteniendo ramilletes fueron tratadas como se describe anteriormente para
obtener una dosis de radiacion de UV-C de 8 kJ.m— y un tratamiento térmico
con aire caliente de 48 °C por 3 horas. Otro grupo de 16 bandejas conteniendo
ramilletes de brocoli sin tratar fueron utilizadas como controles. Los dos
grupos de bandejas fueron almacenadas en las mismas condiciones ya sea a
20 °C durante 4 dias y a 0 °C durante 21 dias. Los ramilletes fueron
muestreados inmediatamente después de los tratamientos y después de 2, 3y
4 dias de almacenamiento para el caso del almacenamiento a 20 °C y después
de 7, 14 y 21 dias para las muestras almacenadas a 0 °C, las muestras se
congelaron con N, Las muestras que se almacenaron a 20 °C se guardaron a
-80 °C hasta su analisis, y las muestras que se almacenaron a 0 °C se

guardaron a -20 °C hasta su analisis.

III. Determinaciones

III. 1 Calidad organoléptica

Se evalu6 la calidad organoléptica (CO) de las muestras mediante un indice
que se obtuvo evaluando siete variables. Cada variable recibio los siguientes
puntajes de referencia:
e Condensacion dentro del envase (1 sin condensacion, 2 con
condensacion)

e Deshidratacion (0 sin deshidratacion, 1 incipiente, 2 regular, 3 severa)
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Presencia de hongos (0 sin presencia de hongos, 1 incipiente: menos del
10 % de la superficie con hongos, 2 regular: de 10 a 40 % de la
superficie con hongos, 3 severa: mas del 40 % de la superficie con
hongos)

Presencia de exudado (1 sin exudado, 2 con exudado)

Olor desagradable (1 sin olor, 2 con olor)

Pardeamiento (0O sin pardeamiento, 1 incipiente, 2 regular: de 10 a 40 %
de la superficie con pardeamiento, 3 severa: mas del 40 % de la
superficie con pardeamiento)

Amarillamiento (0 totalmente verdes, 1 incipiente: de 0 a 25 % de la
superficie con amarillamiento, 2 regular: de 25 a 75 % de la superficie
con amarillamiento, 3 severa: mas del 75 % de la superficie con

amarillamiento)

En cada bandeja se evalué cada ramillete segin la escala correspondiente a

cada variable, sumandose los puntajes de cada parametro y dividiéndose por

el nimero de ramilletes totales en la bandeja. Se obtuvo un puntaje promedio

por bandeja. Los resultados finales se obtuvieron promediando los valores de

las bandejas de cada tratamiento y dia de almacenamiento. Un indice bajo

indica mejor calidad organoléptica.

1II.2 Pérdida de peso

Las bandejas fueron pesadas el dia de comienzo del ensayo y a distintos

tiempos durante el almacenamiento. La pérdida de peso se expresé como

porcentaje del peso respecto al valor inicial. Las determinaciones se realizaron

para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento

1II.3 Actividad respiratoria

Aproximadamente 150 g de ramilletes se colocaron en jarras herméticas de

1000 mL, durante 1 hora a 20 °C. La actividad respiratoria se evalu6 a través

de la produccion de CO,. Para ello, se extrajo una muestra de la atmosfera
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confinada en la jarra con una jeringa a través de un septum. La muestra se
inyect6 en un cromatografo gaseoso Varian CX 3400, equipado con una
columna CTR 1 (Alltech, San José, CA) y un detector de conductividad
térmica. El gas portador fue helio con una velocidad de flujo de 25 mL min-!.
La temperatura en el inyector, columna y detector fue de 120, 30 y 120 °C
respectivamente. Se calibré con una mezcla de 10 % de CO2 y 15 % de Os. Los
resultados se expresaron como mg CO; producido g! h-l. Las determinaciones
se realizaron por duplicado para cada tratamiento, y tiempo de

almacenamiento.

III.4 Pérdida de electrolitos

Se seleccionaron ramilletes, se pesaron y se colocaron en recipientes con 150
mL de agua destilada de modo que se coloc6 un ramillete por vaso. Se midio la
conductividad del liquido que bafaba las muestras utilizando un
conductimetro al comienzo de la incubacion (a) y luego de 75 min (b). Se
evalu6é ademas la cantidad residual de electrolitos que quedo6 en los tejidos
luego de la incubacion. Para ello la muestra fue molida en la misma solucion
de incubacion en un Omnimixer (Sorvall Inc., Norwalk, CT, USA), filtrada a
través de un papel de filtro y centrifugada a 16.000 x g por 10 min. Se midio la
conductividad de la soluciéon resultante (c). Los resultados fueron calculados
como [(b - a)/(b + ¢ — 2a)] x 100 y expresados como el % de pérdida de
electrolitos. Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento.

III.5 Color superficial

La medida de color superficial se realiz6 con un colorimetro Minolta (modelo
CR-300, Osaka, Japon) determinandose los parametros L* y Hue. El valor del
angulo Hue (h°) fue calculado como h° = tan-! (b/a) cuando a >0y b >0 o
como he = 180° + tan~! (b/a)cuando a <0y b > 0.

Para cada determinacion se midieron 25 ramilletes en tres posiciones

diferentes.
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III.6 Contenido de clorofilas

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 0,4 g del polvo resultante se homogeneizé con 5 mL de
acetona-agua 80:20, se agitoé en vortex, y se centrifugé a 16.000 x g durante 5
min. En el sobrenadante se midio el contenido de clorofilas por el método
espectrofotométrico midiendo la absorbancia a 663,2 y 646,8 nm en un
espectrofotometro Beckman DU 650.
Se determind la clorofila a (Ca), la clorofila b (Cb) y la clorofila total (CT) de
acuerdo a Lichtenthaler (1987).

Ca= 12,25 Ae63,2- 2,79 As4s,3

Cb= 21,5 Ae¢a6,8 -5,1 As63,2

CT=Ca + Cb
Los resultados se expresaron como Hg de clorofila por g de tejido. Las
determinaciones se realizaron por cuadruplicado, para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.

III. 7 Contenido de aztcares reductores

Preparacion de la muestra

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 2 g del polvo resultante se agregé sobre 12 mL de etanol. Se
agitd en vortex y el homogenato se centrifugoé a 16.000 x g durante 15 min a 4
°C. En el sobrenadante de los extractos etanédlicos se determiné el contenido

de azuicares reductores por el método de Somogyi—-Nelson (Nelson, 1944).

Preparacion de los reactivos

Reactivo de sulfato de cobre: Se disolvieron 28 g de NayHPO4 anhidro y 4 g de

tartrato de sodio y potasio en aproximadamente 700 mL de agua. Se agregaron
100 mL de NaOH 1 N agitando, y luego 80 mL de CuSO4 10 % (p/v). Una vez
lograda la disolucién de los reactivos se agregaron 180 g de Na,SO4 anhidro y se
llevo a volumen de 1 litro.

Reactivo de arsenomolibdato: Se disolvieron 25 g de molibdato de amonio en 450

mL de agua, se agregaron 21 mL de H>SO4 98 % (p/p). Luego se anadio 3 g de
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NaHAsO4.7H20 disueltos en 25 mL de agua destilada, se mezclo e incub6 a 37
°C por 24-48 hs.

Glucosa standard: se prepardé una solucion madre de glucosa 1 % (p/v). Esta

solucion se diluyo6 para obtener soluciones standard de 50, 150 y 300 pg mL-!.

Determinacion

A 0,5 mL de extracto etandlico de brocoli, se le agregaron 0,5 mL de reactivo de
cobre. Se incubaron los tubos en un bano de agua hirviendo durante 10 min.
Posteriormente se anadieron 0,25 mL de reactivo arsenomolibdato y se llevé a un
volumen definido de 2,5 mL con agua destilada. Se medio la absorbancia a 520
nm en un espectrofotometro Beckman DU 650 luego de 30 min. Los
resultados se expresaron como mg de glucosa por g de tejido.

Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.

III.8 Contenido de azucares totales

Preparacion del extracto
Se prepararon extractos etanodlicos similares a los descritos en el parrafo
anterior. Sobre alicuotas de los mismos se realizo la cuantificacion de

azlcares totales por el método de la antrona (Southgate, 1976).

Preparacion del reactivo

Antrona: la solucion stock 66 % (v/v) de HoSO4 se prepar6 agregando 660 mL de
H>SO4 sobre 340 mL de agua destilada. Posteriormente, se disolvieron 0,5 g de
antrona (9,10 dihidro-9-oxoantraceno) en esta solucion.

Glucosa standard: se prepard por dilucion de una solucién stock madre para

obtener standards en el rango de 25-300 pg mL1.

Determinacion

Se colocaron 0,2 mL del extracto etandlico en un tubo de vidrio y se agregé 2 mL
de reactivo de antrona. Se calent6é en un bano de agua a ebullicion durante 15
min. Se enfrié a temperatura ambiente en un bano de agua y en oscuridad. Se

midi6 la absorbancia la 620 nm después de 20 min en un espectrofotémetro
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Beckman DU 650. Simultaneamente se realizé6 una curva de calibracion con
glucosa. Los resultados se expresaron como mg de glucosa por g de tejido.
Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.

III.9 Contenido de proteinas solubles

Preparacion del extracto

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 0,5 g del polvo resultante se agrego sobre 10 mL de solucion
reguladora de extraccion de proteinas solubles (tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM,
mercaptoetanol 0,04 % (v/v) a pH 7,5. La mezcla se agit6é y el homogenato se
centrifugéo a 16.000 x g, 20 min, a 4 °C. El sobrenadante se utilizd6 para
determinar proteinas solubles de acuerdo al método de Bradford (Bradford,

1976).

Preparacion del reactivo
Se disolvieron 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 en 50 mL de etanol
95 % (v/v). A esta solucion se le agregdé 100 mL de acido fosférico 85 % (p/v).

La solucién resultante se llevo a un volumen final de 1 L.

Determinacion

La reaccion se realizo agregando 100 pL del extracto enzimatico completando a
volumen de 500 pL con agua destilada y 1 mL del reactivo de Bradford. Se
incubd 15 min a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 595 nm en
un espectrofotometro Beckman DU 650. Simultaneamente se realizd una
curva de calibracion utilizando 0,1 mg mL-! de albimina bovina como patrén.
Los resultados se expresaron como mg proteina por gde tejido.

Los extractos y determinaciones fueron hechos por cuadruplicado para cada

tratamiento y tiempos de almacenamiento.
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III. 10 Contenido de proteinas totales

Preparacion del extracto

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 0,4 g del polvo resultante se homogeneiz6 con 10 mL de
NaOH 0,1 M y dodecil sulfato de sodio (SDS) 1 % (p/v). El homogenato se
incubo en un bano de agua a 100 °C durante 10 min y se centrifugé a 12.000
x g durante 20 min a 4 °C. Se tomé el sobrenadante y en el mismo se
precipitaron las proteinas mediante el agregado de 2 mL de 25 % (p/v) de
acido tricloroacético (TCA). Se incubdé en un bano de hielo-agua durante 1
hora y luego se centrifugoé a 15.000 x g durante 10 min a 4 °C. El precipitado
se disolvi6 en 0,2 mL de NaOH 0,1 M; SDS 1 % (p/v) y las proteinas se

determinaron utilizando el método de Lowry (Lowry, 1951).

Preparacion de los reactivos

- Reactivo A: NaxCOs 2 % (p/v), NaOH 0,1 M

- Reactivo B;: CuS04-5H20 0,5 % (p/V)

- Reactivo Bs: tartrato sédico-potasico 1 % (p/v)

- Reactivo C: Se prepara en el momento de iniciar el ensayo, mezclando A, B y
Bs en proporciones 50:0,5:0,5 (en volumen)

- Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido en agua (1:1)

- Solucién patrén de albumina de suero bovino (1 mg mL-!)

Determinacion

A los tubos conteniendo la muestra o patron (0-100 uL) se le adicionaron 2 mL
de la solucion C, luego de 10 min se le agregé 200 uL del reactivo de Folin. Se
agité y se dejo reposar durante 30 min. Se determiné la absorbancia a 600 nm
en un espectrofotometro Beckman DU 650.

Se prepararon cuatro extractos para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.
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III. 11 Contenido de compuestos fenolicos

Preparacion de la muestra

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 0,4 g del polvo obtenido se colocoé en 12 mL de etanol. La
mezcla se agito y el homogenato se centrifugdé a 16.000 x g durante 15 min a 4
°C. Se tomo el sobrenadante, se alicuoté y se almacen6 a -80 °C hasta ser

analizado.

Determinacion

Estos extractos se utilizaron para determinar fenoles utilizando el reactivo de
Folin. Se tomaron 100 pL de muestra y se mezclaron con 1,11 mL de agua y
200 pL de reactivo de Folin 1 N. Luego de 3 min a 25 °C se agregbo 1,5 mL de
solucion de NaxCO3 2 % (p/v) en NaOH 0,1 N. Se incub6é durante una hora a
25 °C y se midi6 la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro Beckman
DU 650. Se realizdo en paralelo una curva de calibracion empleando 200 pg
mL-! de fenol como patréon. Los resultados se expresaron como mg o pg de
fenol por g de tejido.

Las determinaciones se efectuaron por cuadruplicado para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.

III. 12 Contenido de dcido ascérbico

III.12.1 Metodologia 1

Preparacion de la muestra

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 0,4 g del polvo obtenido se homogenizaron en 5 mL de acido
citrico 3 % (p/v). Se agit6 y el homogenato se centrifugé a 12.000 x g durante
10 min a 4 °C. Alicuotas de cada uno de los extractos fueron nuevamente
centrifugados, en una centrifuga Eppendorf 5415C a 14.000 x g durante 5 min

a4 °C.

Determinacion
La determinacion de acido ascorbico se realizo utilizando un equipo HPLC

Waters equipado con un detector UV-VIS. Se utilizé una columna C;s (5 um de
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diametro de particulas, 4,6 mm de diametro interno y 25 cm de longitud). La
fase movil fue KH>PO4 0,2 M pH 2,4 ajustado con acido ortofosforico. El caudal
fue de 1 mL min-! y la deteccion se realizé6 a 254 nm. Para la identificacion y
cuantificacion se utilizé una soluciéon patron de acido ascorbico de S0 pg mL-1.
Los resultados se expresaron como mg de acido ascorbico cada 100 g de
tejido.

Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.

III.12.2 Metodologia 2

Preparacion de la muestra

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 3 g del polvo obtenido se homogenizaron con
aproximadamente 20 mL de acido tricloroacético (TCA) 6 % (p/v). La mezcla se
agito y el homogenato se centrifugé a 12.000 x g durante 20 min a 4 °C. Se

tomo el sobrenadante, se alicuoté y se almaceno a -80 °C hasta ser analizado.

Determinacion

La determinacion de acido ascorbico (ASA) se realizo por el método descrito
por Kampfenkel y col. (1995). La determinacion se basa en la reduccion del
Fet3 a Fe*2 por el acido ascorbico, y la deteccion espectrofotométrica del Fet2
formando un complejo con el 2,2’-dipiridilo. El acido dehidroascorbico (ADA)
es reducido a acido ascorbico por incubacion de la muestra con ditiotreitol
(DTT), el exceso de DTT es posteriormente removido con N-etilmaleimida
(NEM). La concentracion de ADA es calculada de la diferencia de ASA con DTT
(ASA TOTAL) menos (ASA) sin DTT.

Se realiz6 en paralelo una curva de calibraciéon empleando 160 pg mL-! de
acido ascorbico. Los resultados se expresaron como mg de acido ascorbico
cada 100 g de tejido.

Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado para cada tratamiento y

tiempo de almacenamiento.
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La determinacion se realizo de la siguiente manera:

ASA ASA total
Componentes de la mezcla (mL) | Muestra | Blanco | Muestra | Blanco
Patrén o muestra 0,2 0,2
DTT 10 mM 0,2 0,2
TCA 6 % 0,2 0,2
Tampon fosfato pH= 7,4 0.2 M 0,6 0,6 0,42 0,42
NEM 0.5 % 0,2b 0,2p
Agua bidestilada 0,2 0,2
TCA 10 % 1,0 1,0 1,0 1,0
H3PO4 42 % 0,8 0,8 0,8 0,8
2,2’-dipiridilo 4 % 0,8 0,8 0,8 0,8
FeCls 3 % 0,4c 0,4c 0,4c 0,4c

a. Se incub6 15 min a 42 °C

b. Se incub6 1 min a temperatura ambiente

c. Se incubo a 42 °C en bano de agua 40 min y se leyo la absorbancia a 525
nm.

1II. 13 Actividad antioxidante

Preparacion de la muestra

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 2 g de tejido se mezclaron con 12 mL de etanol. Se agito y el
homogenato se centrifugdé a 12.100 x g durante 10 min, a 4 °C. Se determino
la actividad antioxidante en los sobrenadantes de acuerdo al procedimiento

descrito por (Brand Williams y col, 1995).

Preparacion del reactivo
Se preparé una solucion de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 250 mg L-! en

etanol.

Cuantificacion

Para determinar la actividad antioxidante de la muestra se colocaron
volumenes variables del extracto desde 0,1 hasta 0,5 mL. Se agregaron 2 mL
del reactivo de DPPH y se incub6 a temperatura ambiente. Se determiné la
disminuciéon de la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro Beckman
DU 650 cada minuto, desde el tiempo O hasta los 20 min, y luego cada 5 min.
Con esto se determindé que luego de 1 h de incubacion se alcanzaba una

absorbancia constante indicando que se habian consumido la totalidad de
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antioxidantes en el extracto. Con el valor de absorbancia final se calculo el
valor de ECso (cantidad de extracto necesario para disminuir la absorbancia
inicial del DPPH 50 %) y se expres6 como actividad antioxidante (ECso!l). Las
determinaciones se realizaron por duplicado para cada tratamiento y tiempos

de almacenamiento.

III. 14 Andlisis microbioldgico

Se tomaron 25 g de ramilletes, se sumergieron en 225 mL de agua
peptona estéril (peptona 0,1 % (p/v)) durante aproximadamente 15 min. Con
la solucion resultante se realizo una dilucion seriada entre 10-1 y 10-6.

Para el cultivo se utilizo un medio indicado para bacterias totales, PCA:
(peptona de caseina, extracto de levadura, glucosa y agar a pH 7) y un medio
de cultivo general para hongos y levaduras YGC: (extracto de levadura,
glucosa, agar y cloranfenicol), ambos esterilizados en autoclave a 120 °C, 15
minutos. Cada dilucion se sembré por duplicado. El cultivo bacteriano se
incubd en estufa a 37 °C durante 36 horas y el cultivo de hongos y levaduras
se incubo en estufa a 20 °C durante 120 horas. Los resultados se expresaron
en unidades formadoras de colonias por gramo de tejido (UFC g-1). El analisis

microbiologico se realizé para cada tratamiento y tiempos de almacenamiento.

45



Materiales y Métodos

IV. DETERMINACIONES ENZIMATICAS

IV.1 SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

Preparacion del extracto

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 5 g de tejido se agrego a 20 mL de buffer (fosfato de sodio
100 mM, PMSF 1 mM, EDTA 0,1 mM, PVPP 10 g L-1, pH 7,8). La suspension
resultante se sometido a agitacion durante 45 min a 4 °C y se centrifugo a
13.000 x g durante 20 min. Se separo el sobrenadante, se distribuyo en
alicuotas y finalmente se almacené a -80 °C hasta su utilizacién. Se realizaron
dos moliendas para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento ensayado y
de cada una de ellas se hicieron dos extractos. Las medidas se realizaron por

triplicado.

Medida de la actividad

La actividad de SOD fue determinada segiin Giannopolitis y Ries (1977), con
ligeras modificaciones. La mezcla de reaccion contenia buffer fosfato de sodio
100 mM pH 7,8; metionina 13 mM; nitroblue tetrazolium (NBT) 75 uM;
riboflavina 2 uM; EDTA 0,1 mM y 200 uL de extracto enzimatico en un
volumen total de 3,0 mL. La mezcla de reaccién fue preparada en tubos
trasparentes y uniformes, una vez homogenizados se colocaron a 30 cm bajo 4
lamparas fluorescentes de 30 W a temperatura ambiente por 15 min. La
reaccion empieza/termina con el encendido/apagado de las lamparas,
respectivamente. Una mezcla de reaccion sin extracto enzimatico se utilizo
como control y una mezcla completa de reacciéon no irradiada fue usada como
blanco. La absorbancia de la mezcla de reaccion fue medida a 560 nm. Una
unidad de actividad de SOD se define como la cantidad de enzima que, bajo
las condiciones de ensayo, causa un 10 % de inhibicién de la reaccién (o

absorbancia) observada en ausencia de enzima.
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IV.2 CATALASA (CAT)

Preparacion del extracto

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 2,5 g de tejido se adicionaron a 20 mL de buffer fosfato
(KH2PO4 0,1 M, NaHPO4 0,1 M, pH 7,0) conteniendo PMSF 1 mM; EDTA 0,1
mM; Tritéon X-100 0,1 % (v/v) y PVPP 10 g L-1. La suspension resultante se
sometio a agitaciéon durante 45 min a 4 °C y se centrifug6 a 13.000 x g
durante 20 min. Se separo el sobrenadante, se distribuy6é en alicuotas y se
almacené a -80 °C hasta su utilizacion. Se realizaron dos moliendas para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento ensayado y de cada una de ellas se

hicieron dos extractos. Las medidas se realizaron por triplicado.

Medida de la actividad enzimatica

La actividad de CAT se determino segiin el método de Du y Bramlage (1995)
con ligeras modificaciones. Se cuantificé la concentracion de H>O, remanente
que queda luego de la accion de la catalasa, a través de la reaccion con TiSOa4

el cual forma un compuesto estable de color amarillo.

Ti4+ + H,O, + 2 H,O —> HoTiO4 + 4H+

La mezcla de reacciéon contenia 1300 uL de buffer fosfato de potasio 100 mM,
pH 7,0; 300 uL de H202 15 mM y 400 uL de extracto enzimatico. La mezcla se
incubo a 37 °C. Se tomaron alicuotas de 150 uL alos 0; 0,5; 1; 2; 3y Smin y
la reaccion se detuvo por adicion de las alicuotas a una solucién conteniendo
1200 uL de TiSO4 0,1 % (p/v); 200 uL de H2SO4 concentrado y 450 uL de H»O,
para completar un volumen final de reaccion de 2000 pL. Se realizo ademas
un blanco sin extracto. La absorbancia de las muestras se midié a 410 nm y la
concentracion de H,O, fue calculada usando una curva de calibracion de 2 a
16 mM. Una unidad de CAT se defini6 como 1 pumol de H2O> consumido por
minuto por mg de proteina. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Para comprobar que el extracto enzimatico no produce interferencia con la

formacion del compuesto entre Ti y H2O,, se realiz6 una curva estandar de
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concentracion conocida de H20, (de 2 a 16 mM) solucion de Titanio y extracto

enzimatico inactivo (hervido 15 min aproximadamente).

IV.3 PEROXIDASA (POX)

Preparacion del extracto
Se utiliz6 una metodologia de extracciéon similar a la indicada en el parrafo de

catalasa.

Medida de la actividad enzimatica

La actividad POX fue estimada por la medida del incremento de la absorbancia
por la formacion del producto de dehidrogenacion del guayacol a 470 nm,
segun el método de Flurkey y Jen, (1978) con ligeras modificaciones. La
mezcla de reaccion contenia 660 uL de buffer fosfato de potasio 100 mM, pH
7,0; 100 uL de extracto enzimatico; 2000 uL guayacol 40 mM y 240 uL de H2O»
8 mM en un volumen final de 3 mL. La mezcla de reaccion se incub6 a 25 °C y
se evaluaron los cambios de absorbancia a 470 nm durante 5 min.

Se realizaron ademas los siguientes blancos.

a. Blanco de extracto: 760 uL de buffer fosfato de potasio 100 mM, pH 7, O;
2000 pL guayacol 40 mM; 240 puL de H2O2 8 mM, en un volumen final de 3 mL.

b. Blanco con extracto hervido 15 min: 660 uL de buffer fosfato de potasio 100

mM, pH 7,0; 100 uL de extracto enzimatico hervido; 2000 uL guayacol 40 mM;
240 uL de H2O2 8 mM, en un volumen final de 3 mL.
Una unidad de actividad de POX fue definida como el cambio en una unidad

de absorbancia por minuto por mg de proteina

IV.4 FENILALANINA-AMONIO-LIASA (PAL)

Preparacion del extracto:

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 5 g de tejido se adicionaron a 20 mL de buffer de extraccion
conteniendo NazB40O7. H,O 0,1 M; 2-mercaptoetanol S mM; EDTA 2 mM; PVPP
3 % (p/v); pH 8,8. Se agitéo durante 1 h a 4 °C y se centrifugé a 13.000 x g
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durante 20 min a 4 °C. Se tomo el sobrenadante, se alicuoto y se almaceno a -
80 °C hasta ser utilizado. Se realizaron dos moliendas para cada tratamiento y
tiempo de almacenamiento ensayado y de cada una de ellas se hicieron dos

extractos. Las medidas se realizaron por triplicado.

Medida de la actividad

Se prepar6o una mezcla de reaccion con 3,4 mL Na;B4+07.H.O 0,03 M pH 8§,8;
0,6 mL L-fenilalanina 0,01 M y 2 mL de extracto enzimatico hasta un volumen
final de 6 mL. Se incub6 la mezcla a 37 °C. Se tomaron 400 uL de la mezcla de
reaccion (por duplicado) a tiempos de 0O; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 h, se agregaron
sobre 400 uL de HCl 5 M y se colocaron rapidamente en hielo. Se centrifugo y
midi6 la DO a 290 nm. Se realizaron ademas blancos de sustrato (mezcla de
reaccion sin fenilalanina) y blanco de extracto (mezcla de reaccién sin
extracto).Una unidad de actividad de PAL fue definida como la variacion de

absorbancia (ADO) por hora por mg proteina.

IV.5 ASCORBATO PEROXIDASA (APX)

Preparacion del extracto

Las muestras de brocoli congeladas se trituraron con un molinillo y
aproximadamente 5 g de tejido se adicionaron a 20 mL de buffer fosfato
(NagHPO4 y KH2PO4 100 mM pH 7) conteniendo PMSF 1 mM, EDTA 0,1 mM,
Triton X-100 0,1 % (v/v) y PVPP 10 g L-1. La suspension resultante se sometio
a agitacion por 60 min a 4 °C y se centrifugdé a 13.000 x g durante 20 min a 4
°C. Se separ6 el sobrenadante, se distribuyé en alicuotas que finalmente se
almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion. Se realizaron dos moliendas para
cada tratamiento y tiempo de almacenamiento ensayado y de cada una de

ellas se hicieron dos extractos. Las medidas se realizaron por triplicado.

Medida de la actividad

La actividad de la enzima APX fue determinada segiin Nakano y Asada (1981)
La mezcla de reaccion contenia 2350 uL de buffer fosfato (NaoHPO4y KH2PO4
100 mM pH 7); 200 uL de ascorbato de sodio 0,25 mM; 300 uL de H20O2 10 mM

y 150 uL de extracto enzimatico en un volumen final de 3 mL. Se incub6 a 25
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°C y se determind la oxidacion del ascorbato a través del cambio de
absorbancia a 290 nm durante 5 min.

Se realizaron dos controles de reaccion: sin extracto (para considerar la
posibilidad de oxidacion quimica debida a otros componentes de la mezcla de
reaccion) y sin H»O, (para considerar la oxidacion del ascorbato dependiente
del extracto). Una unidad de actividad de APX fue definida como la cantidad

de enzima que oxida 1 pmol de ascorbato por minuto.

IV.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS DE LOS
EXTRACTOS ENZIMATICOS

El contenido de proteina soluble de cada extracto fue determinado segun el
meétodo de Bradford, (Bradford, 1976). La concentracion de proteina fue
calculada usando albumina sérica bovina (BSA) como estandar proteico, con

una curva de calibracion de 0 a 10 ug BSA mL-1.

V ANALISIS ESTADISTICO
Las experiencias completas fueron realizadas tres veces. Los resultados fueron

analizados por ANOVA y la comparacion de medias por el test LSD con un

nivel de significancia del 0,05 %.
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CAPITULO 1

Influencia de la radiacion UV-C sobre la senescencia y
calidad postcosecha de brocoli minimamente procesado
almacenado a baja temperatura



Capitulo I - Introduccion

1.1 INTRODUCCION

Los productos hortifruticolas sufren numerosas pérdidas durante el periodo
postcosecha. Estas pérdidas estan causadas por un sinnumero de factores
incluyendo lesiones mecanicas, deshidratacion, senescencia y/o maduracion
acelerada y ataque de patogenos. Estas pérdidas pueden llegar a ser
particularmente altas dependiendo de la especie, el método de cosecha, el
tiempo de almacenamiento y las condiciones en la comercializacion.

Con el fin de controlar las pérdidas postcosecha se han aplicado diferentes
estrategias, siendo el uso de diferentes pesticidas y agroquimicos la principal
estrategia de control desde mediados del siglo XX. Sin embargo, actualmente
el uso de estos compuestos esta siendo cuestionado debido a los riesgos para
la salud humana, el potencial riesgo para el medio ambiente y el desarrollo de
resistencia de algunos patogenos a los pesticidas. Por tales razones los
residuos de pesticidas en vegetales frescos estan siendo restringidos en la
mayoria de los paises.

Una tecnologia usada desde hace tiempo para controlar las pérdidas
postcosecha es el almacenamiento refrigerado. Esta tecnologia por si sola no
ha sido suficiente para evitar el deterioro, por lo que en los ultimos anos se
han estudiado nuevas tecnologias amigables para el medio ambiente y la salud
humana como complemento de la refrigeracion. Una de estas tecnologias es la
aplicacion de radiacion ultravioleta C (UV-C) (Civello y col, 2007).
Recientemente ha habido un aumento en el consumo de vegetales frescos
cortados debido a la toma de conciencia de los consumidores de los beneficios
para la salud que pueden acarrear estos productos. Pero como ya
mencionamos anteriormente el procesamiento de vegetales promueve cambios
negativos tanto bioquimicos como microbiologicos en estos productos, los que
pueden ser controlados mediante la utilizaciéon de radiacion UV-C (Allende y
Artés, 2003).

La radiacion ultravioleta comprende una parte del espectro electromagnético,
entre los 200 nm y 400 nm de longitud de onda, se la considera radiacion no
ionizante. Los fotones UV presentan suficiente energia como para destruir
enlaces quimicos, pudiendo producir reacciones fotoquimicas las cuales

tendrian un efecto biologico.
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Espectro electromagnético

OMDAS
COSMICA

RAYOS
GAMBMA

RAYOS X INFRARROJA

Uv-A

ov-C Uv-B
320m

200 mwn 290mm

La radiacion ultravioleta se divide en tres rangos de longitud de onda:

Onda larga UV-A  320-400 nm
Onda media UV-B 280-320 nm
Onda corta UV-C 200-280 nm

La radiacion UV-C en altas dosis es nociva para los tejidos vegetales. Sin
embargo si la radiacion UV-C es aplicada en bajas dosis, los tejidos podrian
generar un sistema de defensa modificando su metabolismo y reaccionando en
forma positiva a este nuevo tipo de estrés. Este concepto es conocido como
“hormesis” (Luckey, 1980).

Diferentes dosis de radiacion UV-C de 254 nm de longitud de onda han sido
aplicado a numerosos vegetales como batatas (Stevens y col, 1999), zanahorias
(Mercier y col, 2000), tomate (Maharaj y col, 1999), duraznos (Stevens y col,
1998), manzanas (Stevens y col, 1996), pimiento (Vicente y col 2005 (b)), uvas
(Nigro y col, 1998), arandanos (Perkins-Veazie y col, 2008) pomelos (Dhallewin
y col, 2000), y naranjas (Dhallewin y col, 1999). Los efectos de la radiacion
UV-C no soélo esta restringida al producto entero; (Erkan y col, 2001)
demostraron los efectos positivos tratando zucchinis cortados (Cucurbita
pepo), también se prob6 en melén cantaloupe cortado (Lamikanra y col,
2002), mango cortado (Gonzalez-Aguilar y col, 2007 (a)), en lechuga procesada
(Allende y Artés, 2003) y granada procesada (Lopez-Rubira y col, 2005).

Los tratamientos postcosecha con radiacién UV-C consisten en la exposicion

del producto por un cierto periodo de tiempo bajo lamparas UV con un

maximo de emision a los 254nm.
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La radiacion UV tiene baja penetracion en los tejidos y se considera que es un
tratamiento superficial. Sin embargo, el estrés que desencadena este
tratamiento puede generar senales que influyan sobre regiones del tejido no
afectadas directamente por la radiacion.

El objetivo primario de la aplicacion de radiacion UV-C es aprovechar su efecto
germicida a través del dafno severo que ocasiona en el ADN. Estos efectos van
a depender fuertemente de la cantidad de radiacion absorbida y la resistencia
especifica de cada patégeno a la exposicion con radiacion UV-C. En general las
dosis utilizadas para irradiar productos frescos son suficientes para afectar el
crecimiento, esporulacion y viabilidad de los principales patogenos
responsable de las enfermedades postcosecha (Shama y col, 2005).

Sin embargo, la radiacion UV-C tiene ademas un efecto indirecto sobre los
patogenos, ya que muchos vegetales tratados con radiacion UV-C aumentan
su resistencia al ataque de patogenos. Entre las causas que aumentan esta
resistencia es la mayor integridad de la pared celular debido a la disminucion
temporaria de la actividad de enzimas involucradas en su degradacion tales
como la poligaracturonasa (Stevens y col, 2004). Otro factor importante es la
elicitacion de compuestos involucrados en respuestas de defensa luego de la
irradiacion con UV-C. Entre ellos cabe destacar a las fitoalexinas, compuestos
antimicrobianos que se sintetizan en la planta como respuesta al ataque de
patogenos. En wuvas, por ejemplo, se ha informado la acumulacion de
resveratrol, una fitoalexinas, como respuesta a la radiacion UV-C (Langcake y
col, 1977). Asimismo, se ha descrito la sintesis de diversas proteinas
relacionadas a la patogénesis (PR) tales como glucanasa o quitinasa que
atacan la pared celular de los patégenos (Ghaouth y col, 2003).

La radiacion UV-C no soélo tiene efectos directos o indirectos sobre los
patogenos, sino que también puede reducir o disminuir la incidencia de
diversos desérdenes que afectan la postcosecha. Tratamientos con radiacion
UV-C disminuyen la aparicion de dano por frio en duraznos (Gonzalez-Aguilar
y col, 2004) y pimientos (Vicente y col, 2005 (b)) y retrasan la senescencia en
tomates (Maharaj y col, 1999).

Los tratamientos postcosecha con radiacion UV-C tienen la ventaja de ser
simples, rapidos, de bajo mantenimiento y bajo costo. Necesitan poco capital
invertido, no tienen restricciones legales para su aplicacion y pueden ser

utilizados en combinacién con otras tecnologias.
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I.2 OBJETIVO

En brocoli, se ha descrito que las aplicaciones de dosis bajas de radiaciéon UV-
C en cabezas enteras permiten retrasar la senescencia durante el
almacenamiento a 20 °C (Costa y col, 2000). En este capitulo se describe el
efecto de una dosis baja de radiacion UV-C (8 kJ.m™2) sobre la senescencia y
calidad de brocoli minimamente procesado durante el almacenamiento
refrigerado. El procesamiento induce un estrés muy severo por lo que se torna
necesario evaluar si el efecto benéfico del UV-C se mantiene en este tipo de

muestras cuando son almacenadas a bajas temperaturas.
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Un trabajo reciente demostré que un tratamiento corto con radiacion UV-C en
una dosis de 10 kJ.m™2 puede retrasar la senescencia en cabezas de brocoli
intactas almacenadas a 20 °C (Costa y col, 2006). Dado que en este trabajo se
utiliza brocoli minimamente procesado, condicién que acelera la senescencia,
se decidio probar diversas dosis de UV-C cercanas a las utilizadas en el caso
de cabezas enteras. Asi se ensayaron dosis de 5, 8 y 10 kJ.m2. Los resultados
mostraron que las muestras a las que se les aplico la dosis de 8 kJ.m2 fueron
las que presentaron mejor calidad organoléptica (apariencia general) al cabo
de 4 dias a 20 °C (datos no mostrados). Por esta razon se selecciono esta dosis
para la realizacion de las experiencias posteriores.

En este capitulo se analiza el efecto de un tratamiento con la dosis
mencionada de UV-C sobre la senescencia y calidad de brécoli minimamente

procesado almacenado a 4 °C.

I1.3.1 Apariencia general

Los ramilletes de brocoli minimamente procesados fueron tratados con
radiacion UV-C y luego almacenados durante 21 dias a 4 °C. Hacia el final del
almacenamiento, la apariencia general de las muestras tratadas con radiacion
UV-C era buena, no se detectaba deshidratacion, ni sintomas visibles de
ataque de patogenos. Su color fue verde intenso, mientras que las muestras

controles se mostraban amarillas.

I.3.2 Pérdida de peso

Los ramilletes de brocoli presentaron en promedio una pérdida de peso de
cerca del 4 % luego de 21 dias de almacenamiento a 4 °C (tabla I.1). Sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas entre las muestras
controles y tratadas con radiaciéon UV-C durante este periodo, indicando que
el tratamiento no afecté la pérdida de peso con respecto a las muestras

controles. Resultados similares obtuvieron Maharaj y col. (1999) en tomate
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irradiado con una dosis de 3,7 kdJ.m2 y Vicente y col. (2005(b)) en pimientos

irradiados con una dosis de 10 kdJ.m-21luego de 18 dias a 10 °C.

1.3.3 Pérdida de electrolitos

La pérdida de electrolitos es un parametro que se utiliza como una medida del
dano que sufren los tejidos. Cuanto mayor es el dafio, mayor sera el valor de
éste parametro. La senescencia esta acompanada por el deterioro en los tejidos
y a medida que este proceso progresa la membrana plasmatica pierde su
integridad y los solutos son liberados del citosol.

En este trabajo, hasta el dia 7 no se detecté aumento significativo en la fuga
de electrolitos para ambos tratamientos. En el dia 14 se produjo un aumento
significativo en la cantidad de electrolitos de las muestras controles y este
aumento continué hasta el dia 21. En tanto, en las muestras tratadas el
incremento de la pérdida de electrolitos se observo recién a los 21 dias de
almacenamiento, lo que indicaria menor dafno en los tejidos en las muestras

tratadas con UV-C (tabla I.1).

Tabla I.1. Pérdida de peso, pérdida de electrolitos y tasa de respiracion en brocoli
minimamente procesado control (C) y tratados con UV-C (8 kdJ.m™2) (T) almacenados a
4 °C durante 21 dias.

Dias a 4 °C
0 7 14 21

Pérdida de peso (%) C 1,8+£0,21 2,98£0,24 4,20+0,22
(LSDg,05=0,25) T 1,6 £ 0,20 2,75+ 0,23 4,05+0,17
Pérdida de electrolitos (%) C 8,26%331 6,12+0,80 43,13+3,06 67,23+ 18,30
(LSDo,05=18,95) T 4,4+390 8,09+0,19 8,93+0,11 46,73+11,4

0,118 + 0,072 + 0,077 + 0,12 +
Produccion de CO2 (mL g1.h'l) C 0.044 0.0048 0.005 0.012

0,113 £ 0,064+ 0,59 0,1+
(LSDo,05=0,03) T 0.031 0.011 0.002 0.01

Vicente y col. (2005 (b)) observaron que en pimientos tratados con UV-C la
pérdida de electrolitos fue menor que en los respectivos controles después de
15 dias a 0 °C mas 4 dias a 20 °C. La ausencia de un aumento en la pérdida

de electrolitos al inicio del almacenamiento en las muestras irradiadas
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probablemente indica que la dosis de radiacion utilizada en estas experiencias
puede ser considerada como baja y probablemente no afecté la integridad de

los tejidos.

I.3.4 Actividad respiratoria

El aumento de la velocidad respiratoria en condiciones de almacenamiento
prolongado de frutas y hortalizas puede estar asociado con algun tipo de
lesion en los tejidos. Por lo tanto la medida de la produccion de CO; es
también un buen parametro para estimar dano tisular.

Inmediatamente después del tratamiento con UV-C se detect6 un ligero
aumento en la produccion de CO» probablemente como un efecto directo de la
radiacion, aunque éste no fue significativo. Posteriormente, se observo un
ligero aumento en la actividad respiratoria a partir del dia 14 en las muestras
controles, alcanzando al dia 21 un valor aproximadamente 4 veces superior al
valor inicial. En tanto, las muestras tratadas, mantuvieron una actividad
respiratoria similar a la inicial hasta el dia 14, aumentando hacia el final de la
experiencia, siendo este valor un 20 % inferior al de la muestra control (tabla
I.1).

Maharaj y col. (1999), trabajando con tomates almacenados a 16 °C, hallaron
un retraso y menor intensidad en el pico respiratorio de aquellas muestras
irradiadas con UV-C en comparacion con los controles. Por otro lado, Costa y
col. (2006) hallaron, en cabezas enteras de brocoli irradiadas con UV-C y
almacenados a 20 °C, un aumento en la produccién de CO; en las muestras
controles, en concordancia con nuestros resultados.

Estos resultados sugieren que la radiacion UV-C reduce el dano tisular que

ocurre durante el avance de la senescencia.

1.3.5 Color superficial
Un factor determinante en la calidad de postcosecha brocoli es el

amarilleamiento de las flores, por lo que la mayoria de los tratamientos tienen

como objetivo retrasar este proceso. Por lo tanto, es muy importante poder
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cuantificar el color de una forma objetiva. Para ello, la medida de color se
realizo por medio de un colorimetro. Una de las escalas de color mas
difundidas es la escala CIE que utiliza los parametros L*, a* y b*, y, a partir de
ellos, se puede calcular el angulo de color Hue.

L*: indica la luminosidad

a*: indica el balance de color entre rojo y verde

b*: indica el balance de color entre azul y amarillo

Hue: es el tono o matiz e indica la longitud de onda predominante, se calcula
como tan-! (b*/a*), cuando a* y b* son positivos y 180 - tan-! (b*/a*), cuando
a* es negativo y b* es positivo

La pérdida de color verde esta asociada con la disminucion del parametro Hue.
Durante el almacenamiento a 4 °C el valor de Hue en los ramilletes controles,
disminuy6 significativamente a partir del dia 14, alcanzando al final del mismo
un valor del 50 % inferior al inicial, indicando su amarilleamiento. En cambio,
las muestras tratadas mostraron un descenso mas moderado, manteniendo
un valor de Hue mayor que los controles en los dias 14 y 21 de
almacenamiento (Figura 1[.1). De esta manera, hacia el final del

almacenamiento, el valor del Hue fue un 40 % superior a los controles.

130
I Control
Il UV-C
125 4
% 120 A
I

115 -

110 -

0 7 14 21
Dias a4 °C

Figura 1.1: Cambios en el angulo Hue en muestras controles y tratadas con UV-C (8
kJ.m™2) de brocoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias a 4 °C. El
asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a un nivel de
significancia a = 0,05. (LSD#u.=2,12).
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El aumento de L* también esta relacionado con el cambio de color de verde a
amarillo, ya que este ultimo representa un color mas luminoso. En las
muestras tratadas con radiacion UV-C, se observéo un aumento de L* mas
lento respecto a las muestras controles. En los dias 14 y 21 de
almacenamiento (Figura I.2), el valor observado en las muestras tratadas fue

significativamente menor.

I Control
50 1 | mmm uv-Cc
% *
40 A
L*
30 1
20 -
0 7 14 21

Dias a4 °C

Figura 1.2: Cambios en la luminosidad (L*) en muestras controles y tratadas con UV-C
(8 kJ.m™2) de bréocoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias a 4 °C. El
asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a un nivel de

significancia de a = 0,05. (LSDw.x=1,25)

Los resultados obtenidos para Hue y L* indicarian que el tratamiento con
radiacion UV-C produjo un atraso en el amarilleamiento de las inflorescencias.
La degradacion de clorofila resulta en la pérdida de calidad en muchos
vegetales (Mir y Beaudry, 2004). Se ha demostrado que la aplicacion de bajas
dosis de radiacion UV-C en postcosecha reduce también la degradacion de

clorofila en tomates (Stevens y col, 1998).
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I1.3.6 Contenido de clorofila

Durante el almacenamiemto postcosecha de brocoli las cabezas muestran un
intenso desverdizado y amarilleamiento causado por la degradacion de
clorofila (Yamauchi y col, 1997).

Las muestras controles mostraron una importante pérdida de clorofilas desde
los 7 dias de almacenamiento. Hacia el final de los ensayos el contenido de
clorofilas era aproximadamente la mitad del inicial (Figura 1.3). Las muestras
tratadas con UV-C presentaron una velocidad de degradacion de clorofila
significativamente menor que las muestra no irradiadas. En general, el
contenido de clorofila fue un 30 % mayor en los brécolis tratados con respecto

a los controles.
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Figura 1.3: Cambios en el contenido de clorofilas en muestras controles y tratadas con
UV-C (8 kd.m™2) de brocoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias a 4
°C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a un nivel de

significancia de a = 0,05. (LSDqiorofia=11,37).

Costa y col. (2006) mostraron que la actividad de las enzimas clorofilasa y Mg
dequelatasa, que degradan clorofila, fue menor en las cabezas enteras
tratadas con radiacion UV-C que en las no tratadas durante el
almacenamiento a 20 °C. Trabajos previos han demostrado que las enzimas
clorofilasa y peroxidasa son estimuladas por etileno (Maeda y col, 1998;

Jacob-Wilk y col, 1999). Se ha demostrado que los tratamientos con radiacién
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UV-C reducen la produccion de etileno en muchas hortalizas (Stevens y col,
1996; Maharaj y col, 1999) y podria contribuir a mantener menor actividad de
las enzimas que degradan la clorofila en las flores de brécoli minimamente

procesado durante el almacenamiento a 4 °C.

1.3.7 Contenido de azucares totales

El cambio de metabolismo autotrofo a heterétrofo durante la senescencia
conduce a un consumo de los azucares presentes en el tejido y una
consecuente disminucion de su contenido. En nuestro caso, se detecté una
disminucion en el contenido de azlUcares totales en las muestras controles y
en las muestras tratadas con radiacion UV-C. No se detectaron diferencias
significativas en este parametro a lo largo del almacenamiento a 4 °C (Figura

1.4).
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Figura 1.4: Cambios en el contenido de azlicares totales en muestras controles y
tratadas con UV-C (8 kJ.m™2) de brécoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 4 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a
un nivel de significancia de o = 0,05. (LSDazucares totales=1,31)
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1.3.8 Contenido de aziucares reductores

El contenido de azlucares reductores disminuy6 tanto en las muestras
controles como en las muestras irradiadas. Sin embargo, las muestras
tratadas mantuvieron niveles significativamente superiores en el contenido de
azucares reductores a lo largo del almacenamiento a 4 °C (Figura 1.5). Hacia el
final del mismo, las muestras tratadas mostraron un contenido de azucares

reductores un 38 % superior al de las muestras controles.
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Figura 1.5: Cambios en el contenido de azlGicares reductores en muestras controles y
tratadas con UV-C (8 kJ.m™2) de brécoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 4 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a
un nivel de significancia de o = 0,05. (LSDagicares reductores=0,94).

La disminucion mas marcada en el contenido de azucares reductores de las
muestras controles con respecto a las muestras irradiadas podria deberse a la
mayor tasa respiratoria de las muestras control hacia el final del
almacenamiento. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en el
contenido de azucares totales entre las muestras tratadas y controles,
indicando niveles mas altos de azucares no reductores en las muestras
controles. Sanchez-Mata y col. (2003) y Able y col. (2005) encontraron una
reduccion en el contenido de azucares reductores y un aumento en el
contenido de azicares no reductores durante el almacenamiento de arvejas

verdes y hojas de pak choy respectivamente. Se asocio el incremento tardio en
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los azuicares no reductores a la degradacion de almidon presente en los
tejidos. Tian y col. (1997) y Finger y col. (1999) detectaron una intensa
degradacion de almidon durante la senescencia postcosecha de brécoli.
Asimismo, wuna acumulacién transitoria de azucares no reductores
probablemente como producto de la degradacion del almidon también ha sido
descripta en broécoli durante la senescencia (Finger y col, 1999). De acuerdo a
nuestros resultados y otros previos (Costa y col, 2006) el tratamiento con UV-
C causa una disminucion temporaria del metabolismo general del tejido.
Podria haberse generado una reduccion de la degradacion de almidéon en los
brécolis tratados, reduciendo la produccion de azticares no reductores durante

el almacenamiento y la senescencia.

I.3.9 Contenido de proteinas solubles

Uno de los procesos caracteristicos de la senescencia es la desorganizacion de
las membranas, lo cual conduce a un aumento en la solubilizacion de
proteinas. En los ensayos realizados, se detecté un aumento significativo en
ambos tratamientos de las proteinas solubles luego de 7 dias de
almacenamiento a 4 °C. Sin embargo, no se detectaron diferencias
significativas entre muestras controles y muestras tratadas. Luego de este
periodo, el contenido de proteinas solubles permaneci6 constante a lo largo de
todo el almacenamiento a 4 °C (Figura 1.6).

En forma similar, Masih y col. (2002), trabajando con broécoli minimamente
procesado almacenado a 12 °C observaron que la cantidad de proteina soluble
al dia 7 disminuia para luego aumentar al dia 12. Estos autores sugirieron
que los pasos seguidos durante el procesamiento podrian producir estrés y

activar algin sistema metabélico que dispare la formacion de proteina soluble.
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Figura 1.6: Cambios en el contenido de proteinas solubles en muestras controles y
tratadas con UV-C (8 kJ.m™2) de brocoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 4 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a
un nivel de significancia de o = 0,05. (LSDproteinas solubles=0,45).

I.3.10 Contenido de compuestos fenélicos

Los compuestos fenodlicos, asi como el acido ascorbico, contribuyen al poder
antioxidante de los vegetales, proveyendo calidad nutricional al producto.

Las muestras no tratadas mostraron una disminucién significativa en la
cantidad de compuestos fenodlicos a partir del dia 14, manteniéndose
constante hasta el dia 21 de almacenamiento a 4 °C. Por el contrario, las
muestras tratadas con radiaciéon UV-C mantuvieron practicamente constante
la cantidad de estos compuestos durante 14 dias de almacenamiento y
presentaron un aumento significativo en el contenido de compuestos fenélicos
hacia el dia 21 de almacenamiento alcanzando un valor superior al inicial
(Figura 1.7).

Stevens y col. (1998) y Brown y col. (2001) hallaron un aumento en la
actividad de fenilalanina amonioliasa (PAL) en duraznos y semillas de repollo
respectivamente después de un tratamiento con radiacion UV-C. Dado que

PAL es una de las enzimas claves en la sintesis de fenoles, el incremento en el
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contenido de compuestos fenolicos en las flores tratadas podria estar

relacionado con el aumento de la actividad de PAL.
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Figura 1.7: Cambios en el contenido de fenoles totales en muestras controles y
tratadas con UV-C (8 kJ.m™2) de brécoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 4 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a
un nivel de significancia de o = 0,05. (LSDfenotes totales=0,04).

1.3.11 Contenido de acido ascorbico

El contenido de acido ascorbico fue disminuyendo durante el almacenamiento
a 4 °C tanto en las muestras controles como en las tratadas. Este descenso
fue muy importante en los controles, alcanzando un valor aproximadamente
S50 % inferior al inicial (Figura 1.8). Sin embargo, en las muestras tratadas con
UV-C el descenso fue mas moderado y hacia el dia 21 estas muestras

contenian un 33 % mas que los respectivos controles.
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Figura 1.8: Cambios en el contenido de acido ascorbico en muestras controles y
tratadas con UV-C (8 kJ.m™2) de brocoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 4 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a
un nivel de significancia de o = 0,05. (LSDacido ascorbico=0,0106).

La disminucion en el contenido de acido ascorbico también fue observada
durante la senescencia de cabezas enteras de brocoli almacenadas a 20 °C
(Nishikawa y col, 2003). Sin embargo, otros estudios encontraron que en
brécoli almacenado 21 dias a 4 °C el acido ascorbico se mantenia estable
(Paradis y col, 1995). Estas diferencias podrian deberse a los diferentes

cultivares utilizados en los experimentos.

1.3.12 Actividad antioxidante

Desde el punto de vista nutricional, un parametro interesante es el nivel de
antioxidantes. Estos compuestos podrian jugar un rol critico en la salud
humana pudiendo prevenir el dano oxidativo de moléculas y componentes
celulares.

Las muestras controles tuvieron una actividad antioxidante practicamente
constante durante toda el periodo de almacenamiento. Las muestras tratadas

con radiaciéon UV-C también mostraron una actividad antioxidante constante,
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similar a las muestras control, hasta el dia 14. Sin embargo, en el dia 21 se

produce un aumento significativo en la actividad antioxidante (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Evolucion de la actividad antioxidante en muestras controles y tratadas
con UV-C (8 kdJ.m™2) de brécoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias a
4 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas del respectivo control a un nivel
de significancia de a = 0,05. (LSDactividad antioxidante=8,33).

Como consecuencia, las muestras tratadas con radiacion UV-C presentaron en
el dia 21 una mayor actividad antioxidante que las muestras controles.

Costa y col. (2002) encontraron que la radiacion UV-B induce el sistema
antioxidante de defensa en cotiledones de girasol, mientras que Boveris y col.
(2001) sugieren que la radiacion UV-C aumenta la capacidad antioxidante en
cotiledones de soja. Costa y col. (2006), utilizando cabezas enteras de brocoli
almacenadas a 20 °C, observaron que la capacidad antioxidante de las
muestras tratadas con radiacion UV-C se mantenia constante durante todo el
almacenamiento, mientras que este parametro disminuia significativamente en
los controles.

El aumento en la capacidad antioxidante de las muestras tratadas con
radiacion UV-C podria estar relacionado con el aumento observado en el

contenido de fenoles de las mismas.
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I.3.13 Analisis microbiologico

Se detectd un aumento continuo en el recuento de las UFC de hongos y
bacterias durante el almacenamiento tanto en las muestras controles como en
las tratadas (Figuras [.10 y I1.11). Sin embargo, este aumento fue
significativamente superior en los controles respecto a las muestras tratadas

con radiacion UV-C, para todos los dias de almacenamiento a 4 °C.
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Figura 1.10: Evolucion de las unidades formadoras de colonias (log UFC g!) de
bacterias totales en muestras controles y tratadas con UV-C (8 kdJ.m™2) de brocoli
minimamente procesado almacenado durante 21 dias a 4 °C. (LSDypacterias=0,22).

Estos resultados indican que el tratamiento con radiacion UV-C sobre brocoli
minimamente procesado fue efectivo en reducir la poblacién inicial de hongos
y bacterias y retardar su crecimiento durante el almacenamiento a 4 °C.
Analogamente, Stevens y col. (1998) habian demostrado que el la radiacion
UV-C puede reducir la germinacién de conidios de “podredumbre parda” en
duraznos y reducir el porcentaje de fruta infectada. Vicente y col. (2005 (b))
encontraron que la radiaciéon UV-C redujo la incidencia de enfermedades en

pimiento.
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Figura I.11: Evolucién de las unidades formadoras de colonias (log UFC g-1) de hongos
en muestras controles y tratadas con UV-C (8 kJ.m™2) de brécoli minimamente
procesado almacenado durante 21 dias a 4 °C. (LSDnongos =0,07).

La radiacion UV-C produce un efecto directo sobre la poblacion de
microorganismos afectando el ADN microbiano pero también puede generar
un efecto indirecto induciendo resistencia, tal como observaron Nigro y col,
(1998) con un pre-tratamiento con radiacion UV-C en uvas de mesa seguido
de una inoculacion artificial con B. cinerea. Estos autores detectaron una
reduccion en el porcentaje de infeccion lo que indicaria una induccion de la
resistencia del fruto al ataque del patéogeno. Por su parte, Stevens y col.
(1998), en duraznos, y Brown y col. (2001), en semillas de repollo, encontraron
que la radiacion UV-C aumenta la actividad de PAL, a la vez que disminuye el
porcentaje de infeccion. Como ya se menciono previamente, un aumento en la
actividad de PAL estaria relacionado con un aumento en el contenido de
compuestos fenédlicos, los cuales pueden participar en mecanismos de defensa.
La radiaciéon UV-C induce la formacion de fitoalexinas, compuestos fenolicos
que participan activamente en mecanismos de defensa frente a enfermedades,
como por ejemplo resveratrol en uvas (Langcake y Pryce, 1997) y

hidroxifaseolina en soja (Bridge y Klarman, 1973).
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I.4 CONCLUSIONES

La aplicacion de radiacion UV-C en una dosis de 8 kJ.m?2 en brocoli
minimamente procesado permite retrasar la pérdida de color y degradacion de
clorofilas durante el almacenamiento a 4 °C. Asimismo, el tratamiento provoca
una menor pérdida de electrolitos y actividad respiratoria, sugiriendo un
retraso en el dano tisular que acompana a la senescencia. Este retraso de la
senescencia permite mantener el producto con mejor calidad durante este
periodo. Sin embargo, este no fue el Ginico efecto benéfico del tratamiento
observado. Esta dosis de radiacion permite aumentar los niveles de
antioxidantes y disminuir el desarrollo de microorganismos lo que conlleva a

mejorar el producto desde el punto de vista nutricional y sanitario.
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Capitulo II — Introduccién

II.1 INTRODUCCION

Tal como fue mencionado en el capitulo I, en los tltimos tiempos ha habido un
interés creciente en disminuir el uso de agroquimicos durante la postcosecha
con el objetivo de controlar bacterias, hongos e insectos patdégenos. En este
sentido, los tratamientos térmicos de alta temperatura surgieron como una
alternativa para dicho control.

Uno de los objetivos principales de la utilizacion de tratamientos térmicos de
alta temperatura es lograr un efecto diferencial sobre los tejidos y sobre los
patogenos (insectos, hongos, bacterias). El tratamiento debe resultar agresivo
para los patogenos pero no debe causar dano en el producto tratado. De esta
manera, se logra que en el tejido se produzca una situacion de estrés muy leve
de la cual se puede recuperar. Por esta razon, antes de utilizar esta tecnologia
en un sistema determinado es muy importante seleccionar la temperatura y el

tiempo de tratamiento que resulte adecuado para cada caso particular.

Hay tres maneras de efectuar el tratamiento térmico:

» Inmersién en agua caliente o asperjado

La inmersiéon en agua caliente originalmente fue usada para el control de
hongos pero luego se extendido su uso para la desinfeccion de insectos. La
inmersion en agua caliente es efectiva para el control de hongos patégenos
debido a que las esporas se encuentran sobre la superficie o sobre las
primeras capas de células de la piel del vegetal. Generalmente estos
tratamientos son aplicados pocos minutos a temperaturas mayores a las
necesarias para matar a los patogenos. Muchas frutas y hortalizas toleran

temperaturas del agua entre 50 y 60 °C por mas de 10 minutos (Lurie, 1998)

» Vapor
El tratamiento con vapor es un método por el cual se calienta el material con
aire a 40-50 °C saturado con vapor de agua para eliminar huevos y larvas de

insectos como tratamientos cuarentenarios (Lurie, 1998).
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» Aire caliente

El aire caliente puede aplicarse colocando el vegetal en camaras de
calentamiento con o sin aire forzado. El proceso de calentamiento con aire es
mas lento que en el caso de los tratamientos con agua o vapor, lo que
determina en general la realizacion de tratamientos a temperaturas mas bajas
y periodos mas prolongados. Los tratamientos térmicos con aire caliente
resultan de especial interés para estudiar los efectos fisiologicos que el choque
térmico ocasiona sobre diversos productos vegetales (Klein y Lurie, 1991;
1992). Por otra parte, resultan la Unica estrategia posible en el caso de
materiales que puedan ser afectados por elevada humedad o mojado
superficial. En el caso de los tratamientos para el control de insectos, la
utilizacion de tratamientos con aire caliente resulta beneficiosa en algunos
productos que puedan ser sensibles al calentamiento a velocidades elevadas.
Se han desarrollado tratamientos con aire caliente para el control de la mosca
del Mediterraneo, la mosca del meléon y la mosca oriental en papayas
(Armstrong y col, 1995). La exposicion a altas temperaturas con aire caliente
forzado también puede reducir el ataque de Botrytis cinerea (Klein y col, 1997;
Fallik y col, 1993) y de Penicillum expansum en manzanas (Fallik y col, 1996;

Klein y col, 1997).

Por otro lado, se ha demostrado que los tratamientos térmicos de alta
temperatura generan una situacion de estrés leve y transitorio que retrasa el
proceso normal de maduracion o senescencia postcosecha. Asimismo, en
muchos casos el estrés generado hace que el tejido se torne mas resistente
frente a una nueva situacion de estrés, permitiendo atenuar y/o retrasar

desordenes fisiologicos que ocurren durante el almacenamiento.

Entre los efectos generados podemos mencionar:

Termotolerancia

En general, las altas temperaturas inducen la sintesis de un tipo especifico de
proteinas, las proteinas de choque térmico (HSP). El desarrollo de
termotolerancia ha sido asociada a la acumulacién de HSPs y la pérdida de
ésta con la desaparicion de las HSP (Vierling, 1991). El desarrollo de

termotolerancia es dependiente de la temperatura de exposicion, esta debe ser
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suficiente para iniciar la sintesis de HSP, pero no excesiva como para inhibir
la transcripcion de las HSP. Temperaturas de 35-40 °C han probado ser

efectivas, dependiendo del producto.

Darno por frio

Se ha observado que los tratamientos térmicos permiten disminuir el dafio por
frio. Por ejemplo, en pomelos almacenados a bajas temperaturas (Porat y col,
2000) se observo que la aplicacion de un tratamiento térmico disminuy6 la
incidencia del dano por frio. En manzanas, tratamientos térmicos aplicados
antes del almacenamiento refrigerado, disminuyen la acumulaciéon de a-
farneseno y por lo tanto la formacion de escaldaduras como consecuencia de
la oxidacion de este compuesto (Lurie y Klein, 1990). En granadas tratadas
con agua caliente a 45 °C por 4 minutos, y luego almacenadas a 2 °C por 90
dias, los sintomas debido al dano por frio fueron reducidos significativamente.
El tratamiento térmico podria inducir mecanismos de tolerancia a las bajas
temperaturas a través de la estimulacion de la sintesis de poliaminas

(Mirdehghan, 2007).

Ablandamiento

Se ha demostrado que los tratamientos térmicos pueden retrasar la
degradacion de la pared celular. En frutilla un tratamiento térmico 45 °C 3
horas con aire caliente redujo la actividad de enzimas de degradacion de pared
como la glucanasa, xilosidasa, poligaracturonasa y galactosidasa (Vicente y
col, 2005 (a)). Este tratamiento provoca una inhibicién temporaria de la
transcripcion de genes que codifican para proteinas asociadas a la
degradacion de la pared, conduciendo a un retraso en el ablandamiento del

fruto (Martinez y Civello, 2008)

Cambio de color

Los tratamientos térmicos postcosecha pueden retrasar la degradacion de
algunos pigmentos. Por ejemplo, pueden inhibir sintesis de antocianinas en
esparragos (Siomos y col, 2005) y disminuir el pardeamiento en lechugas
(Saltveit, 2000). La sintesis de carotenoides también es inhibida por

temperaturas superiores a 30 °C, por ejemplo la inhibicion en la sintesis de

73



Capitulo II — Introduccién

licopeno en tomate es causada por la inhibicion de la transcripcion de genes

de fitoeno-sintasa que codifican para la sintesis de licopeno (Lurie y col, 1996).

Sintesis de etileno

La inhibicién de la maduracion como respuesta al tratamiento térmico esta
mediada por su efecto sobre la hormona de maduracion: el etileno. Durante el
periodo de calentamiento no solo es inhibida la produccion endogena de
etileno sino también la respuesta al etileno exégeno, aunque la inhibicion es
reversible (Lurie, 1998). Este fenéomeno se deberia a la inhibicién de la sintesis
de ARNm relacionado a la produccion de etileno y a los receptores del mismo
necesarios para la maduracion. Por ejemplo, estrés con altas temperaturas
sobre kiwi inhibieron la sintesis de etileno y disminuyeron significativamente
la actividad de las enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa (Antunes y Sfakiotakis,

2000).

El tratamiento térmico debe generar una situacion de estrés que no sea
demasiado intensa y que permita al tejido recuperarse luego de un cierto
tiempo. En general, luego de los tratamientos, los frutos o vegetales son
almacenados a temperaturas entre 15 °C y 20 °C de modo de poder evaluar
rapidamente el efecto del calor aplicado sobre diversos procesos de
maduracion y senescencia postcosecha. Asi, por ejemplo, el tratamiento
térmico retrasa la maduracion en frutillas (Vicente y col, 2002) o en manzana
(Lurie y Klein, 1990) durante el almacenamiento a 20 °C. Sin embargo, el
efecto del tratamiento térmico puede suavizarse o incluso desaparecer si el
material es almacenado a bajas temperaturas. En frutillas, el efecto benéfico
del tratamiento térmico mencionado previamente (Vicente y col, 2002) se torna

nulo si el fruto es almacenado durante mas de 2 semanas a O °C.

Tratamientos térmicos en vegetales frescos cortados

Los tratamientos térmicos de alta temperatura también han sido ensayados en
vegetales frescos cortados. Por ejemplo, un tratamiento térmico en agua a 45
°C por periodos cortos preservo la firmeza y el contenido de sélidos solubles en
kiwi cortado (Beirdo-da-Costa y col, 2006). En cebollas minimamente
procesadas, el tratamiento térmico permiti6 mantener el contenido de

azlcares solubles constante (Hong y col, 2000). En el caso de duraznos el
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tratamiento con agua a 50 °C por 10 minutos cuatro horas antes del corte
permiti6 controlar el pardeamiento y retener la firmeza durante el
almacenamiento (Koukounaras y col, 2008). Un shock térmico a 45 °C en
discos de tomate protegio los componentes de la membrana del dano causado

por el almacenamiento a baja temperatura (Saltveit, 2005).

Tratamiento térmico en brocoli

Desde hace ya algunos anos se ha estado estudiando también el efecto de los
tratamientos térmicos de alta temperatura en brécoli. Tratamientos con agua
caliente (Forney, 1995; Tian y col, 1996, 1997) y aire caliente (Terai y col,
1999) demostraron retrasar el amarilleamiento y reducir la tasa de produccion
de etileno en cabezas enteras de brocoli. Suzuki y col. (2005) sugirieron que la
inhibicion en la produccion de etileno en brocoli tratado térmicamente podria
deberse a la supresion de la expresion de la enzima ACC sintasa.

Funamoto y col. (2002) indicaron que el tratamiento de brocoli con aire
caliente a 50 °C durante 2 horas reduce la degradacion de clorofila, debido a
la disminucion de la actividad de enzimas que degradan clorofila. Costa y col.
(2005) hallaron que las actividades de clorofilasa, Mg-dequelatasa y
peroxidasa disminuyeron por la aplicaciéon de un tratamiento con aire caliente

a 48 °C durante 3 horas.
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II.2 OBJETIVO

El tratamiento térmico puede retrasar la senescencia de cabezas enteras de
brocoli almacenadas 20 °C (Costa y col, 2005). Sin embargo, el
almacenamiento a bajas temperaturas sumado al intenso estrés que genera el
procesamiento minimo introduce una cierta incertidumbre a los efectos
beneficiosos que pueden producir los tratamientos térmicos. En este capitulo
se evalua el efecto de un tratamiento de alta temperatura con aire caliente
sobre la senescencia y calidad de brocoli minimamente procesado durante el

almacenamiento a O °C.
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I1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las inflorescencias de brocoli se procesaron minimamente, se trataron con
aire caliente a 48 °C por 3 horas y luego se almacenaron a O °C durante tres
semanas. Las condiciones del tratatamiento se seleccionaron de acuerdo a

resultados previos obtenidos en el laboratorio del CIDCA (Costa y col, 2005)

I1.3.1 Apariencia general

Durante el almacenamiento a 0 °C las muestras tratadas térmicamente
poseyeron mejor apariencia general que las muestras controles especialmente
hacia el final del almacenamiento. En cuanto al color se observo que las
muestras tratadas conservaban el verde y se mantenian mas frescas que los

controles a lo largo del almacenamiento.

I1.3.2 Pérdida de peso

Se detect6 un aumento progresivo en la pérdida de peso durante el
almacenamiento, tanto en las muestras control como en las tratadas
térmicamente. Dicha pérdida alcanz6 un maximo de 4 % después de 21 dias
de almacenamiento en las muestras control. Si bien el tratamiento térmico
reduce ligeramente la pérdida de peso, las diferencias entre muestras

controles y tratadas no fueron significativas (Tabla II.1).

I1.3.3 Actividad respiratoria

Diferentes tipos de danos o lesiones pueden incrementar la actividad
respiratoria en tejidos vegetales. Se midio la tasa respiratoria de brocoli
minimamente procesado y se detectd un leve incremento en la actividad
respiratoria después de 14 dias de almacenamiento tanto en las muestras
tratadas como en las muestras controles (Tabla II.1). Posteriormente se

observé una reduccion en la produccién de CO; alcanzando valores cercanos a
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los iniciales. El tratamiento térmico no afecté la actividad respiratoria durante
todo el almacenamiento. Se ha observado que, en muchos casos, la
senescencia poscosecha de brocoli presenta un incremento en la actividad
respiratoria (Makhlouf y col, 1989). En cabezas intactas de brocoli, un
tratamiento térmico similar al descripto en el presente trabajo, provocoé un
retraso en la senescencia e inhibio la tasa respiratoria (Costa y col, 2005). Sin
embargo, en este caso no se detectd ninguna inhibicion en el pico de
produccion de CO; por el tratamiento térmico. Probablemente, el mayor dano
producido por el procesamiento y corte de las inflorescencias genera una
actividad respiratoria mas elevada que no puede ser revertida por el

tratamiento térmico aplicado.

Tabla II.1: Cambios en la pérdida de peso, pérdida de electrolitos y produccion de
CO; en muestras controles (C) y tratadas con aire caliente 48 °C / 3h (T) de broécoli
minimamente procesado almacenado a 0 °C durante 21 dias.

Diasa0°C
0 7 14 21

Pérdida de peso (%) 0 1,81+0,19 2,83+£0,33 4,02 0,66
LSD =0,586 0 1,56 £ 0,13 2,46 £0,14 3,96 £ 0,56
Pérdida de electrolitos (%) 0.04 £ 0,01 2.35+0,2 599+2 23,91 +5.6
LSD=3,2 0.03 £0,01 229£0,2 4,82+3.2 528+1.8
Produccion de CO; (m L_g'l_h' 0,123+0,008 0,111+0,014 0,154+0,021 0,096 + 0,006
1

)

LSD = 0,033 T 0,130%0,043 0,101+£0,009 0,153+0,031 0,084 = 0,009

(*) Indica diferencia significativa entre (C) y (T). P< 0,05.

I1.3.4 Pérdida de electrolitos

La medida de la pérdida de electrolitos es un buen parametro para evaluar la
integridad de las membranas celulares. En este trabajo, hasta el dia 14 de
almacenamiento no se encontraron aumentos significativos en la pérdida de
electrolitos, tanto en las muestras control como en las tratadas térmicamente.

Sin embargo, después de 21 dias de almacenamiento, en las muestras no
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tratadas se observdé un aumento importante en la pérdida de electrolitos,
mientras que en las muestras tratadas térmicamente el aumento fue mucho
menor (Tabla II.1), por lo que estas muestras presentaron un valor
significativamente menor a aquel medido en los controles. Diversos trabajos
sugieren que los tratamientos térmicos de alta temperatura protegen a los
componentes de la membrana involucrados en el movimiento de iones a través
de ella (Saltveit, 2005). La proteccion conferida por el tratamiento térmico
podria reducir la pérdida de electrolitos desde el citosol tal como se lo describe
en tomate (Saltveit, 2005), en frutilla (Vicente y col, 2006) y en bok choy (Lu,
2007).

I1.3.5 Color superficial

Diferentes trabajos han demostrado la reduccién del amarilleamiento en
cabezas de brocoli tratadas con agua caliente (Forney y col, 1995; Tian y col,
1997) o aire caliente (Funamoto y col, 2002; Costa y col 2005).

En este caso, el color superficial se evalu6 a través de los parametros Hue y
L*.
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Figura II.1: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre el

angulo Hue en brocoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias a 0 °C.
El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDgue=1,8)
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Las muestras controles mostraron valores iniciales de Hue de
aproximadamente 125, que practicamente no vario hasta los 14 dias de
almacenamiento, sin embargo después de 21 dias el valor de Hue disminuyo
aproximadamente hasta 116 (Figura II.1), indicando un amarilleamiento de las
inflorescencias.

El almacenamiento a bajas temperaturas en general reduce la pérdida de color
verde. En nuestro caso, el amarilleamiento se hizo visible hacia el final del
almacenamiento. Las muestras tratadas térmicamente no mostraron el mismo
comportamiento. En éstas, la disminucion del angulo Hue fue menor respecto
a las controles, mostrando valores de 123 después de 21 dias de

almacenamiento, indicando una permanencia mas duradera del color verde.

La luminosidad (L*) no varié durante los primeros 14 dias de almacenamiento
en muestras controles y tratadas. Un aumento en los valores de L* del 9 % con
respecto al valor inicial fue observado en las muestras controles a los 21 dias
de almacenamiento. En tanto, en las muestras tratadas el valor de L* sélo
aumentd un 4 % respecto al valor inicial, observandose diferencias
significativas con los controles en este parametro luego de 21 dias de

almacenamiento (Figura II.2).
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Figura I1.2: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre la
luminosidad (L*) en brécoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias a
0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas (LSD+=1,09).
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Considerando los cambios en ambos parametros, se puede concluir que las
muestras tratadas térmicamente conservaron mejor el color superficial

después de 21 dias de almacenamiento a 0 °C.

I1.3.6 Contenido de clorofilas

Los cambios en el contenido total de clorofila mostraron tendencias similares a
aquellas observadas en el color superficial. En las muestras controles se
observo una disminucion continua en el contenido de clorofila alcanzando una
pérdida de aproximadamente un S50 % del valor inicial después de tres
semanas a 0 °C. Las muestras tratadas térmicamente presentaron un
importante retraso en la degradacion de clorofila las cuales soélo perdieron

aproximadamente un 20 % durante el mismo periodo (Figura II.3).
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Figura II.3: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre el
contenido de clorofila en brécoli minimamente procesado almacenado durante 21 dias
a 0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDdorofila=23)-

La pérdida de clorofila durante la senescencia postcosecha de broécoli fue
correlacionada con un incremento en las actividades de enzimas involucradas
en su catabolismo como clorofilasa y Mg-dequelatasa (Costa y col, 2005).
Trabajos previos demostraron que los tratamientos térmicos de alta

temperatura disminuyeron la actividad de estas enzimas (Funamoto y col,
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2002; Costa y col, 2005) lo que podria explicar la menor degradacion de

clorofilas en el brocoli minimamente procesado tratado térmicamente.

I1.3.7 Contenido de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son importantes desde el punto de vista nutricional
ya que contribuyen a mantener un alto nivel de antioxidantes. En el presente
trabajo, el contenido de fenoles totales en brécoli minimamente procesado
disminuy6 levemente en las muestras controles después de 21 dias de
almacenamiento. (Figura II.4). En las muestras tratadas, los fenoles
disminuyeron abruptamente hacia el dia 7 de almacenamiento recuperandose
hacia el dia 14. Con este comportamiento, las muestras tratadas presentaron
contenidos de fenoles significativamente menores a los 7 y 14 dias. El
descenso de fenoles en los controles al cabo de 21 dias hizo que las muestras
tratadas alcanzaron un nivel similar a los controles en el contenido de

compuestos fendlicos.
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Figura II.4: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre el
contenido de fenoles totales en brécoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDrenoles totales=0,046)

Una de las enzimas claves en la sintesis de compuestos fenodlicos es la

fenilalanina amonioliasa (PAL) cuya actividad estaria relacionada directamente
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con el contenido de compuestos fenédlicos. En frutillas un tratamiento térmico
redujo la actividad de PAL y disminuyé la acumulaciéon de antocianinas, el
principal pigmento en esta fruta (Civello y col, 1997). De manera similar, la
aplicacion en lechuga cortada de un tratamiento térmico con agua a 50 °C
durante 2 minutos provoc6 una reduccion en la actividad de PAL (Roura y col,
2008). En este caso, la reduccion en los compuestos fenélicos a los 7 dias de
almacenamiento en los brocolis tratados térmicamente podria reflejar una

inhibicion reversible de la actividad de PAL debido al tratamiento térmico.

I1.3.8 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las muestras controles se mantuvo casi constante
hasta el dia 14 de almacenamiento y luego disminuy6 (Figura II.5). En los
brocolis tratados térmicamente hubo una reduccion significativa en la
actividad antioxidante al dia 7 de almacenamiento alcanzando valores mas
bajos que los controles. Hacia el dia 14, la actividad antioxidante se
incrementé pero se mantuvo mas baja que los controles. Al final del
almacenamiento las muestras controles y tratadas térmicamente presentaron

similares niveles de actividad antioxidante.
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Figura II.5: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre la
actividad antioxidante en brocoli minimamente procesado almacenado durante 21
dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDgcs0"1=6,21)
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Los cambios ocurridos en la actividad antioxidante siguen patrones similares a
aquellos detectados en el contenido de compuestos fendlicos (Figura I1.4), lo
que probablemente indicaria que la capacidad antioxidante de brocoli es

debida principalmente a los compuestos fenolicos.

I1.3.9 Contenido de proteinas

Durante la senescencia postcosecha de brécoli, se observé una disminucién en
el contenido de proteina soluble en las muestras controles y tratadas
térmicamente durante el almacenamiento a O °C. Este descenso fue menor en
las muestras tratadas térmicamente, lo que causé que hacia el final del
almacenamiento estas muestras contuvieran un 25 % mas de proteinas

solubles que los respectivos controles (Figura II.6).
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Figura II.6: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre el
contenido de proteina soluble en brocoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDprotcina soluble=3,17)

Por otro lado, el contenido de proteinas totales en las muestras controles
disminuy6 luego de 21 dias de almacenamiento a O °C, mientras que en los
brécolis tratados térmicamente este valor se mantuvo constante durante todo
el almacenamiento. Como consecuencia, luego de 21 dias los brocolis tratados

contenian un 25 % mas de proteina total que los controles (Figura II.7). Una
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inhibicion similar de la protedlisis fue previamente observada en cabezas de
brécoli intactas tratadas térmicamente y almacenadas a 20 °C (Costa y col,

2005).
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Figura II.7: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre el
contenido de proteina total en brocoli minimamente procesado almacenado durante 21
dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDyroteina totai=1,0)

I1.3.10 Contenido de aztiicares

Generalmente, el contenido de azucares disminuye durante la poscosecha de
modo de mantener los niveles normales en la tasa respiratoria de los tejidos.
En brécoli minimamente procesado, el contenido de azucares totales
disminuyé durante el almacenamiento a O °C tanto en los controles como en
las muestras tratadas (Figura II.8). Sin embargo la disminucion fue mas
severa en los brocolis no tratados, en los que el nivel bajé un 49 % luego de 21
dias de almacenamiento, en tanto que en los brécolis tratados térmicamente
esta disminucion fue menor, siendo el contenido de aztucares 2 veces mayor

que en los controles a los 21 dias de almacenamiento a O °C.
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Figura I1.8: Efecto del tratamiento térmico con aire caliente 48 °C / 3h (TT) sobre el
contenido de azucares totales en brocoli minimamente procesado almacenado durante
21 dias a 0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDazicares totales=0,92)

Un resultado similar fue descrito en cabezas de brocoli intactas tratadas
térmicamente, donde se detectd un retraso importante en el consumo de
azucares (Costa y col, 2005).

Ha sido demostrado que este tipo de tratamientos térmicos causa un estrés
temporario que detiene el metabolismo normal de los tejidos, los cuales se
recobran luego de un cierto tiempo (Martinez y Civello, 2008). Es probable que
los altos niveles de azucares totales en los brocolis tratados podria deberse al

a la menor actividad metaboélica debida al estrés térmico.
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II.4 CONCLUSIONES

La aplicacion de un tratamiento térmico con aire caliente a 48 °C durante 3 h,
en brocoli minimamente procesado permite retrasar el amarilleamiento de las
inflorescencias durante el almacenamiento refrigerado. Este tratamiento causa
un retraso en la degradacion de clorofilas y otros sintomas de senescencia
tales como la pérdida de proteinas y azlUicares y la integridad de membranas,
indicada por una menor pérdida de electrolitos en las muestras sometidas al
tratamiento térmico. A pesar que el tratamiento disminuye el contenido de
fenoles y capacidad antioxidante al inicio del almacenamiento, estos

parametros se recuperan luego de 21 dias.
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CAPITULO III

Seleccion y aplicacion del tratamiento combinado de
radiacion UV-C y aire caliente. Analisis de su efecto
sobre la calidad y senescencia de brocoli
minimamente procesado.



Capitulo III - Introduccion

II1.1.1 INTRODUCCION

Tal como se mencion6 en capitulos anteriores, la aplicacion de tratamientos de
tipo fisico, con el objetivo de mejorar la conservacion postcosecha de
productos vegetales minimamente procesados, ha sido estudiada en diversas
frutas y hortalizas. Asi, por ejemplo, los tratamientos térmicos han sido
empleados en productos tales como cebolla (Hong y col, 2000), apio (Vina y
Chaves, 2006), puerro (Tsouvaltzis y col, 2005) y ajo (Cantwell y col, 2003). La
radiacion UV-C, a su vez, ha sido utilizada en productos tales como lechuga
(Allende y Artés 2003) y granada (Lopez-Rubira y col, 2005). Sin embargo, la
combinacion de ambos tratamientos no ha sido ampliamente utilizada a pesar
de la relativa sencillez en la aplicaciéon de ambas metodologias. Se ha descrito
la combinacion de ambos tratamientos en frutilla, observandose una
prolongacion de la vida postcosecha mayor que en la generada por cada
tratamiento individual (Pan y col, 2004). En brécoli, particularmente, se
demostr6 que cada uno de estos tratamientos puede extender la vida
postcosecha de brocoli entero (Costa y col, 2005; Costa y col, 2006) o

minimamente procesado (capitulos I y II).
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En el presente capitulo se describe el efecto del tratamiento combinado con
radiacion UV-C y un tratamiento térmico con aire caliente sobre la calidad y

senescencia de brocoli minimamente procesado.

Este capitulo comprende dos partes:
Parte 1:
A-Se analizara primeramente el efecto de dicha combinacion sobre la calidad

en muestras donde se fuerza la senescencia con alta temperatura (20 °C).

B-A esta temperatura se describe el efecto de la influencia del tratamiento
sobre la capacidad antioxidante del tejido y la actividad de las enzimas

relacionadas con este metabolismo.
Parte 2

-Finalmente, se describe el efecto del tratamiento combinado sobre la calidad y

senescencia de las muestras almacenadas a 0 °C.
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PARTE I:
III.1 A) Seleccion y aplicacion del tratamiento
combinado. Efecto sobre la calidad y senescencia

de muestras almacenadas a 20 °C.



Capitulo IlI-Parte I A- Objetivo

II1.1.2 OBJETIVO

Estudiar el efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C y un
tratamiento térmico con aire caliente sobre la calidad y senescencia, en
muestras de brécoli minimamente procesado donde se fuerza la senescencia

con alta temperatura (20 °C).
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II1.1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

II1.1.3.1 Seleccion de la combinacion de radiacion UV-C y tratamiento

térmico con aire caliente

Las temperaturas y las dosis de radiacion UV-C ensayadas estuvieron basadas
en las utilizadas en trabajos previos realizados en cabezas enteras de brocoli
(Costa y col, 2005; Costa y col, 2006). De acuerdo a estos trabajos se
emplearon entonces tratamientos térmicos de 3 h de duracién a 42 °C; 45 °C y
48 °C y aplicaciones de radiacion UV-C en dosis de 5; 8 y 10 kJ.m™2; en todas
las combinaciones posibles. En un trabajo previo (Costa y col., 2005) se
demostré que tratamientos con temperaturas mayores a 48 °C causaban un
estrés muy severo provocando una situacion de deterioro irreversible en los
tejidos. Por tales razones, se utiliz6 como temperatura superior de ensayos el
tratamiento con 48 °C.

Luego de aplicar las combinaciones de tratamientos mencionadas, los
ramilletes de brocoli fueron almacenados a 20 °C para acelerar el proceso de
senescencia, evaluandose el color superficial y la pérdida de calidad
organoléptica a los 4 dias.

Inmediatamente después de los tratamientos no se observaron sintomas
visibles de deshidratacion en ninguna de las muestras. Durante el
almacenamiento a 20 °C, la pérdida de peso vario entre 1 y 1,5 % por dia en
todas las muestras. No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje
de pérdida de peso entre las muestras controles y tratadas con aire caliente a
48 °C, pero la pérdida de peso fue significativamente mas alta en las muestras
tratadas con aire caliente a 42 y 45 °C. No se observaron diferencias en el
porcentaje de pérdida de peso entre las diferentes dosis de radiacion UV-C 5,
8, v 10 kJ.m™2 para cada uno de los tratamientos térmicos (datos no
mostrados).

Respecto a los cambios detectados en el color superficial, se midieron valores
iniciales del angulo Hue de aproximadamente 126-128° los cuales
disminuyeron durante el almacenamiento. Los valores iniciales de L* fueron
aproximadamente 40,5 y aumentaron durante el almacenamiento a 20 °C

(Tabla III.1).
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Tabla III.1 Cambios en los valores de Hue, luminosidad (L*), y pérdida de calidad
organoléptica (PCO) en brécoli minimamente procesado controles y tratados con
radiacion UV-C/tratamiento térmico en el dia O (inicial) y después de 4 dias de
almacenamiento a 20 °C. (LSD,P<0,05), (LSD+=1,74), (LSDuu.=3,58), (LSDpco=0,97).

Tratamiento HUE L* PCO

0 dias 4 dias 0 dias 4 dias 0 dias 4 dias
Control 127,63 105,31 40,66 55,93 0 3,85
42°C-5 kJ.m™ 127,66 104,46 40,75 55,52 0 3,64
42°C-8 kJ.m? 126,98 108,46 40,67 54,51 0 2,94
42°C-10 kJ.m™ 127,05 105,04 40,68 52,83 0 2,75
45°C-5 kJ.m™ 126,97 106,45 40,58 54,17 0 2,68
45°C-8 kJ.m? 127 117,62 40,61 49,15 0 1,06
45°C-10 kJ.m” 127,09 120,22 40,64 47,12 0 1,43
48°C-5 kJ.m™ 126,63 123,38 40,59 44,99 0 0,92
48°C-8 kJ.m™ 127,72 127,70 40,66 44,80 0 0,46
48°C-10 kJ.m* 126,47 121,86 40,66 44,90 0 0,94

En las muestras tratadas a 42 °C se observaron los mismos valores de Hue y
de L* que las muestras controles después de 4 dias de almacenamiento,
independientemente de la dosis de UV-C utilizada, en cambio el tratamiento
térmico con 45 °C condujo a diferentes resultados de acuerdo a la dosis de
radiacion UV-C empleada. Las muestras tratadas con 5 kJ.m™2 no mostraron
diferencias con las muestras controles, mientras que aquellas tratadas con
dosis de 8 y 10 kd.m2 presentaron valores mas altos de Hue y menores de L*
en relacion a las muestras controles. En el caso de muestras tratadas a 48 °C
se detect6 una importante retencion en los valores de Hue y L* con respecto a
los controles después de 4 dias de almacenamiento. Los broécolis tratados con
la dosis de 8 kJ.m2 presentaron los valores mas altos de Hue respecto a las
muestras tratadas con dosis de 5 y 10 kd.m™2. En el caso de L* no se
detectaron diferencias entre las muestras tratadas con diferentes dosis de
radiacion UV-C a 48 °C.

La pérdida de calidad organoléptica (PCO), que se evalua a través de un indice
(ver Materiales y Métodos), aumenta durante el almacenamiento (Tabla III.1).
El tratamiento a 42 °C con dosis de UV-C de 5 y 8 kdJ.m™ no evito la pérdida
de calidad organoléptica. En cambio, a la misma temperatura de tratamiento y
con una dosis de 10 kJ.m se logré disminuir esta pérdida. El tratamiento a

45 °C redujo también la pérdida de calidad organoléptica con las tres dosis de
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UV-C ensayadas. Sin embargo, el mejor comportamiento fue observado con las
dosis mas altas. Finalmente, el tratamiento térmico con aire caliente a 48 °C
mostré el mejor puntaje en la escala de calidad, observandose con esta
temperatura la mejor retencion de la calidad organoléptica, y la dosis de
radiacion de UV-C de 8 kJ.m™—2 fue visualmente la de mejor comportamiento
(Tabla III.1). Teniendo en cuenta la pérdida de peso, los valores del Hue y L* y
la calidad organoléptica, la combinacion de 8 kJ.m2/48 °C 3h fue

seleccionada para la realizacion de los posteriores ensayos.

De acuerdo a éstos resultados, puede generalizarse que el efecto del
tratamiento térmico fue mas marcado que el de la radiacion UV-C. Por ejemplo
a 42 °C no se observo ningun efecto sobre el desverdizado en ninguna dosis de
UV-C utilizada aunque una leve mejora en la calidad se observo a 10 kd.m=2. A
medida que la temperatura del tratamiento térmico aumenta, los efectos sobre
el desverdizado se vuelven mas notorios. A 45 °C el efecto del tratamiento
térmico puede ser mejorado con dosis de radiacion UV-C de 8 y 10 kd.m™=2.
Pero a una temperatura mas alta como 48 °C la dosis de UV-C de 8 kJ.m™
logré mejores resultados que la dosis de 10 kJ.m=2. El tratamiento a 48°C esta
cercano al limite de temperatura que puede soportar el tejido, por eso, para
obtener mayores beneficios, el tratamiento con radiacion UV-C debe ser
moderado (8 kJ.m2). La dosis de 10 kJ.m2 causa un estrés adicional que no
puede ser revertido por el tejido. Se consider6 que la combinaciéon de radiacion
UV-C (8kJ.m2) y tratamiento térmico 48 °C / 3 h era la 6ptima y la misma fue
utilizada en los ensayos posteriores. El aspecto de las muestras sometidas a

este tratamiento luego de 4 dias a 20 °C se muestra en la foto III.1
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Foto III. 1: Efecto de la combinacién de una dosis de radiaciéon UV-C de 8 kJ.m?2

con un tratamiento térmico con aire caliente de 48 °C 3 horas, luego de 4 dias de

almacenamiento.
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II1.1.3.2 Efecto de la combinacion de una dosis de radiacion UV-C de 8

kJ.m?2 con un tratamiento térmico con aire caliente de 48 °C durante 3
horas
Una vez seleccionada la combinacion optima de tratamientos, se aplico la

misma a brocoli minimamente procesado y se evalud su efecto sobre diversos

parametros de senescencia y calidad durante el almacenamiento a 20 °C

II1.1.3.3 Pérdida de calidad organoléptica

Todos los parametros utilizados para evaluar la pérdida de calidad
organoléptica de brocoli minimamente procesado (ver Materiales y Métodos)

mostraron un incremento durante el almacenamiento a 20 °C. Entre estos
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parametros, el amarillamiento de los ramilletes es la principal causa de
pérdida de calidad. Los brocolis controles mostraron una gran disminucion de
la calidad, que se reflejo con un puntaje elevado del indice, al dia 2,
alcanzando valores cercanos a 6 después de 4 dias de almacenamiento a 20
°C. Por el contrario los brécolis tratados mostraron s6lo una leve pérdida de

calidad que se evidencio con un bajo indice (Figura III.1).
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Puntaje (pérdida de CO)
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Figura III.1: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre la pérdida de calidad organoléptica de brocoli minimamente
procesado almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSD
=2,28).

II1.1.3.4 Color superficial

Inmediatamente después del tratamiento combinado no se observaron
diferencias en los valores de Hue entre los ramilletes controles y los tratados.
En el transcurso del almacenamiento las muestras controles mostraron un
importante disminucion en el valor de Hue mientras que las muestras
tratadas casi no mostraron cambios en este parametro con respecto al valor
inicial. En consecuencia las muestras tratadas presentaron diferencias
significativas con los controles en los valores de Hue después de 2, 3 y 4 dias

de almacenamiento a 20 °C (Figura III.2).
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Figura III.2: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire

caliente 48 °C/3 h, sobre el valor del angulo Hue en brécoli minimamente procesado
almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDuue=1,73).
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Figura III.3: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre la luminosidad (L*) en brocoli minimamente procesado
almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSD.+=1,47).

Los valores de luminosidad (L*) aumentaron significativamente durante el
almacenamiento en las muestras controles, mientras que en las muestras

tratadas solo lo hicieron levemente. Estas diferencias de comportamiento son
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significativas entre los brocoli tratados y controles después de 2, 3 y 4 dias de

almacenamiento (Figura III.3).

II1.1.3.5 Contenido de clorofila

El contenido de clorofilas disminuy6 en las muestras controles y tratadas
durante el almacenamiento (Figura IIl.4). Sin embargo la tasa de degradacion
de clorofila fue mas lenta en las muestras tratadas con el tratamiento
combinado que en las controles. Luego de 4 dias de almacenamiento a 20 °C
las muestras tratadas conservaron el 60 % del contenido de clorofila inicial

mientras que las muestras controles solo presentaron un 38 % del valor de

clorofila inicial.

I Control

250 1 Emm UV-C+TT

200 +

150 -

Clorofila (ug g”)

100 -

0 2 3
Dias a 20 °C

Figura III.4: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de clorofila en brécoli minimamente procesado
almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSD

clorofila=23, 47) .

El principal sintoma de senescencia en brocoli es el amarilleamiento causado
por el catabolismo de la clorofila (Tian y col, 1994). Funamoto y col, (2002) y
Costa y col. (2005) encontraron que el tratamiento térmico puede retrasar este
proceso y reducir la pérdida de color superficial. La aplicacion de tratamientos
térmicos postcosecha en frutas y hortalizas puede causar una temporaria y

reversible inhibiciéon de la maduracion o senescencia, los tratamientos con
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radiacion UV-C también afectan el catabolismo de la clorofila y retrasan su
degradacion (Costa y col, 2006). Estos tratamientos, ya sea el tratamiento
térmico o la radiacion UV-C, aplicados separadamente reducen el
amarilleamiento del brocoli, pero no lo inhiben completamente durante el
almacenamiento (capitulo I y II). En este sentido el tratamiento combinado
provoca casi un completo mantenimiento del color superficial (Figura II1.2 y
Figura III.3) indicando un efecto aditivo de ambos tratamientos. El tratamiento
combinado también causa un retraso en la degradacion de clorofila. Durante
la senescencia postcosecha de brocoli, se observd un aumento en las
actividades de ciertas enzimas involucradas en el catabolismo de clorofila tales
como clorofilasa y Mg dequelatasa (Costa y col, 2005). El aumento en las
actividades de estas enzimas puede ser retrasado por el tratamiento térmico
(Funamoto y col, 2002; Costa y col, 2005) o la radiacion UV-C (Costa y col,
2006).

II1.1.3.6 Contenido de proteina total

I Control

25 1 B UV-C+TT

20 -

15 1

10 A

Proteina total (mg g'1)

2 3
Dias a 20 °C

Figura III.5: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de proteina en brocoli minimamente procesado
almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas. (LSDproteina
totai=2,44).
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Inmediatamente después del tratamiento combinado no hubo diferencias en el
contenido de proteinas totales. El contenido de proteina total disminuyo
marcadamente tanto en las muestras tratadas como en las controles después
de 2 dias de almacenamiento a 20 °C (Figura III.5). En los dias 2 y 3 de
almacenamiento no se encontraron diferencias significativas entre las
muestras controles y tratadas pero en el dia 4 las muestras tratadas

retuvieron un 20 % mas de proteinas totales que las muestras controles.

II1.1.3.7 Contenido de proteina soluble

El contenido de proteinas solubles disminuy6 durante el periodo a 20 °C,
tanto en las muestras control como tratadas. No se encontraron diferencias en
el contenido de proteinas solubles entre los ramilletes tratados y los controles
apenas terminado el tratamiento (Figura III.6) y tampoco hubo diferencias

significativas a lo largo del almacenamiento a 20 °C.

I Control
7 A I UV-C+TT

Proteina solubles (mg g™)

0 2 3 4
Dias a 20 °C

Figura III.6: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de proteina soluble en brécoli minimamente
procesado almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.

(LSDproteina soluble™ 1 ,04) .

Diversos trabajos han demostrado la degradacion de proteinas durante la
senescencia postcosecha de brécoli (Pogson y Morris, 1997; Page y col, 2001),

lo que conduce a una reducciéon en el contenido de las mismas. Como ya se
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menciono previamente, en estadios avanzados de la senescencia la pérdida de
integridad y funcionalidad de las membranas puede conducir a la
solubilizacion de proteinas ligadas a las mismas (Dangl y col, 2000), las cuales
son posteriormente degradadas. Costa y col. (2005) encontraron que un
tratamiento térmico causa un retraso en la protedlisis, sin embargo el
tratamiento con radiacion UV-C no afect6 la degradacion de proteinas en
brécoli minimamente procesado almacenado a 4 °C (capitulo 1). Entonces el
mayor contenido de proteinas totales en las inflorescencias tratadas podria

deberse al tratamiento térmico mas que al efecto de la radiacion UV-C.

II1.1.3.8 Actividad respiratoria

Inmediatamente después del tratamiento combinado la actividad respiratoria
aument6 significativamente en las muestras tratadas. Luego la actividad
respiratoria permanecio constante hasta el final del almacenamiento. Las
muestras controles no presentaron cambios en la actividad respiratoria
durante el almacenamiento hasta el dia 4, donde la actividad respiratoria fue

significativamente superior a la de las muestras tratadas (Figura III.7).

0.12 1 I Control
B UV-C+TT

0.10 + * *
e
- 0.08 -
o

N

3
1 0.06 -
S

0.04 -

0.02 -

0 2 3 4

Dias a 20 °C

Figura III.7: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre la velocidad de respiracion en brécoli minimamente
procesado almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.
(LSDvelocidad de respiraci()n=0,02) .
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Las muestras tratadas térmicamente o con UV-C por separado mostraron un
aumento de la produccion de CO, inmediatamente después del tratamiento,
aunque el mismo no fue significativo (Capitulos I y II). Probablemente, la
combinacion de ambos tratamientos causo un estrés momentaneo mas severo
que indujo la actividad respiratoria. Posteriormente, el tratamiento combinado
probablemente previno el deterioro tisular manteniendo la actividad

respiratoria en menores valores que los controles.

II1.1.3.9 Contenido de azucares totales

Durante el almacenamiento a 20 °C, los azUcares disminuyeron tanto en las
muestras controles como en las tratadas (Figura III.8). Hacia el final del
almacenamiento, el descenso en éstas ultimas fue menor y las muestras
tratadas con la combinacion UV-C y aire caliente presentaron un 35 % mas de

azUcares totales que los correspondientes controles.
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N
o
!

N
(@]
!

Azlcares totales (mg g'1)
o)

(&)
!

0 2 3
Dias a 20 °C

Figura III.8: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de azticares totales en brécoli minimamente
procesado almacenado a 20 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.
(LSDazﬁcares totales= 1 ,05) .

Este comportamiento podria deberse a la mayor tasa respiratoria de las
muestras controles en el dia 4 de almacenamiento, mientras que las muestras

tratadas al respirar menos mantuvieron un mayor nivel de aztucares totales.
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Durante la senescencia postcosecha de brocoli se produce un descenso en los
niveles de azucares dado que la cosecha interrumpe el suministro de azticares
a la inflorescencia, los cuales son necesarios para mantener la tasa
respiratoria. En trabajos previos, tratamientos térmicos efectuados sobre
cabeza entera de brocoli, indujeron un leve retraso en el consumo de aztcares
(Costa y col, 2005). El tratamiento con radiacion UV-C sobre broécoli
minimamente procesado no afectd la tasa de disminucion de azicares totales
(capitulo 1). El procesamiento de las inflorescencias introduce un estrés
adicional a los tejidos lo cual genera una tasa de respiracion mas intensa,
como lo muestran los resultados para actividad respiratoria obtenidos, y por lo
tanto provoca un mayor consumo de azucares. El tratamiento térmico también
redujo la pérdida de azucares en cabezas de brocoli intactas (Costa y col,
2005), por lo tanto el efecto del tratamiento combinado sobre el contenido de
azlcares totales en brocoli minimamente procesado podria deberse

mayormente al efecto del tratamiento térmico.
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III.1.4 CONCLUSIONES

- De todas las combinaciones ensayadas, el tratamiento UV-C 8 kJ.m™2 mas
aire caliente a 48 °C durante 3 horas provoca la mejor retencion de calidad y

color superficial por lo que fue seleccionado para la realizacién de los ensayos.

- El tratamiento combinado contribuy6 a una mejor conservacion de la calidad
organoléptica de brocoli minimamente procesado durante el almacenamiento a
20 °C. Se mantuvo el color verde de los tejidos por mas tiempo y se detecté un

retraso en la degradacion de clorofila.

- El tratamiento combinado conservo el contenido de proteina y de aztcares

totales.
- El tratamiento combinado de radiacion UV-C 8 kdJ.m2 con el tratamiento

térmico con aire caliente de 48 °C durante 3 horas podria ser un método

exitoso para prolongar la vida postcosecha de brocoli minimamente procesado.
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I11.2.1 INTRODUCCION

Radicales libres

Un radical libre (RL) es cualquier especie quimica que posee uno o mas
electrones desapareados. Esta configuracion es muy inestable y le confiere a
las sustancias que la poseen la propiedad de ser altamente reactivas y de corta
vida. Dado que la sustancia posee un electron desapareado, puede entonces
reaccionar con cualquier molécula, quitandole un electron para estabilizarse y
convirtiendo a esa molécula en un nuevo radical libre, generando de esta
manera una reaccion en cadena. Un RL genera otro RL y so6lo cuando se
encuentran dos RL o con compuestos que secuestran esos radicales la
reaccion en cadena se detiene. En algunos casos, una molécula de gran
tamano puede estabilizar un radical libre a través de la formacion de

numerosas estructuras resonantes.

Especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) son formas parcialmente reducidas
del oxigeno atmosférico (O2). Estas especies resultan de la excitacion del O
para formar oxigeno singulete (O2 !) o de la transferencia de uno, dos o tres
electrones al O, para formar el radical superoxido (O2-7), peroxido de hidrégeno
(H202) o el radical hidroxilo (HO:). Las EROs son capaces de oxidar sin
restriccion a varios componentes celulares y conducir a la destruccion
oxidativa de la célula (Mittler, 2002).

En las plantas, muchas reacciones pueden conducir a la produccion de EROs
en los diferentes compartimentos celulares. Algunas de estas reacciones estan
involucradas en el metabolismo normal, tal como la fotosintesis y la
respiracion, por lo que las EROs son productos inevitables del metabolismo
aerobico. En muchos otros casos, las EROs son generadas a partir de
reacciones en el marco de un metabolismo desbalanceado tales como diversas
situaciones de estrés. A pesar de la alta reactividad y posibilidad de generar
dano celular, también se ha observado que las EROs pueden actuar como
moléculas senales para la activacion de la expresion de genes en respuesta a

patogenos, a varios tipos de estrés abidticos, como el dafio mecanico o la luz,
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como asi también en la senalizacion de la muerte celular programada

(Zimmermann y Zentgraf, 2005).

Estrés oxidativo

En condiciones metabédlicas normales, existe un balance entre los eventos
oxidativos (produccién de EROs) y los sistemas de defensa (antioxidantes y/o
atrapadores de radicales libres) manteniendo la homeostasis celular. Cuando
este balance no se mantiene, ya sea por una pérdida o disminucion del
sistema protector o por el aumento en la produccion de EROs, o por ambos
eventos simultaneamente, se dice que el tejido esta en un estado de estrés
oxidativo. Un estrés oxidativo permanente y continuo puede conducir a

severas disfunciones metabdlicas (Figura IIl.a).

Factores Efectos celulares

de estrés

Edad/senescencia
Dafio mecanico
Radiacion
Calor/Frio
Patégenos
Metales pesados
Contaminantes

Estrés oxidativo ) =

Dafio molecular a

Lipidos y acidos grasos
Aminoéacidos

Proteinas

Acidos nucleicos
Pigmentos

Darfio en la membranas

Pérdida de funcion de las
organelas

Reduccion de la eficiencia
metabdlica

Reduccion de la fijacién de

carbono

Pérdida de electrolitos

Figura Ill.a: Algunos de los factores de estrés que pueden producir EROs y sus concecuencias
biolégicas. Tomado de (Scandalios, 2002)

Debido a esto, los organismos han desarrollado diferentes sistemas para
eliminar estos radicales libres que involucran un sistema de enzimas
antioxidantes y un sistema antioxidante no enzimatico que incluye la vitamina

C, vitamina E, carotenoides, flavonoides, etc.(Zimmermann y Zentgraf, 2005).

Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos son aquellos compuestos que donan sus
electrones a los radicales libres, neutralizandolos y evitando reacciones en

cadena. Sin embargo, estos antioxidantes no se convierten en radicales libres
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debido a la gran movilidad de sus otros electrones o simplemente son

radicales libres no reactivos. Entre ellos encontramos: compuestos fenélicos,

acido ascorbico carotenoides, etc.

Compuestos fenélicos

Los compuestos fenodlicos son aquellos productos biosintetizados en las

plantas que poseen la caracteristica biologica de ser productos secundarios de

su metabolismo, y la caracteristica quimica de contener al menos un grupo

fenol (un anillo aromatico unido a, al menos, un grupo funcional hidroxilo) en

su estructura molecular. Son un grupo heterogéneo de productos con mas de

10.000 compuestos (Taiz y Zeiger, 2006). Se sintetizan por muchas vias

distintas, y por lo tanto también son un grupo heterogéneo desde el punto de

vista metabélico, aunque dos vias basicas estan involucradas: la via del acido

siquimico y la via del acido malénico.

La via del acido siquimico participa en la biosintesis de la mayoria de
los fenoles de las plantas superiores. Utiliza como sustratos la eritrosa-
4-fosfato (de la via de las pentosas fosfato) y el acido fosfoenolpiravico
(proveniente de la glucdlisis). Uno de los productos de esta via es la
fenilalanina, de la que se deriva la mayoria de los fenoles. La
fenilalanina, parte del metabolismo primario de las plantas, entra al
metabolismo secundario cuando la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) cataliza la eliminacion de un amonio convirtiéndola en acido
cinamico.

La via del acido malonico es una importante fuente de fenoles en
bacterias y hongos, y en las plantas superiores existe aunque no es tan
utilizada como en aquéllos. Su sustrato es el acetil-CoA. Junto con la
via del acido siquimico participa en la biosintesis de los flavonoides, la

lignina y otros fenoles.

Acido ascoérbico (ASA)

El acido ascorbico es la mas abundante molécula antioxidante en las plantas,

particularmente en hojas. Es sintetizado en las mitocondrias y transportado a
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todos los compartimientos celulares, inclusive al apoplasto, alcanzando
concentraciones de mas de 20 mM en cloroplastos. En plantas, su ruta de
biosintesis se iniciaria via L-galactosa, y su precursor inmediato seria la L-
galactono-1,4-lactona (Smirnoff y Wheeler, 2000).

El contenido de acido ascorbico varia considerablemente entre cultivares,
madurez y condiciones de crecimiento, tales como fertilizacion del suelo,
irrigacion, intensidad de luz y temperatura (Davey y col, 2000).

El acido ascorbico es hidrosoluble y termolabil y se oxida en el aire con
facilidad. Para evitar esta pérdida se recomienda el consumo de frutas y
verduras frescas. El contenido de acido ascérbico es utilizado como indice de
calidad en los vegetales, ya que comparandolos con otros compuestos
benéficos, es el mas sensible a la degradacion por procesamiento y
almacenamiento (Odriozola -Serrano y col, 2007).

La mayoria de las reacciones metabdlicas del acido ascorbico se deben a su
fuerte potencial reductor. Su actividad antioxidante deriva del desplazamiento

de acido L-ascorbico a su forma oxidada L-dehidroascorbico (Figura: III.b).

H;OH
RO HO .0 o HO, 0 -0
9. -0 U — T J— F
HO \ f - f \ I L - : ! {\
==, - N G - Or’__ L.''OH
HO o on © OH OH
L-ascorbato Monodehidro-L-ascorbato Dehidro-L-ascorbato
(AA) (MDHA) (DHA)

Figura III.b: Diferentes estados redox del ascorbato. Tomado de (Potters y col, 2002)

El acido ascorbico dona electrones a las EROs a partir del ascorbato,
formando primero monodehidroascorbato y luego dehidroascorbato. Las EROs
son reducidas, mientras que las formas oxidadas del ascorbato son
relativamente estables y no reactivas, por lo que no causan dano celular.

Ademas de su actividad antioxidante, el acido ascérbico actiia como cofactor
de un gran nimero de enzimas implicadas en diversas rutas metabolicas clave
y participa en la regulacion de diversos procesos celulares como la
fotoproteccion (ciclo de las xantofilas) y la regulacion de la fotosintesis, la

expansion celular y el ciclo celular (Smirnoff y Wheeler, 2000).
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Acido dehidroascorbico (ADA)

La forma oxidada del acido ascoérbico se conoce como acido dehidroascorbico
(ADA o DHA), (Figura III.B.a). La vitamina C es la suma del contenido de acido
ascorbico (ASA) mas el contenido acido dehidroascorbico (ADA)

La concentracion de acido dehidroascérbico (ADA) en los alimentos es,
generalmente, mas baja que la del acido ascorbico (ASA) y depende de las
velocidades de oxidaciéon del ascorbato y de la hidrélisis de ADA a acido 2,3-
dicetogulonico (Fennema, 2000). En la mayoria de especies vegetales el ADA
presenta un contenido menor al 10 % de la vitamina C total, pero esta
concentracion tiende a incrementarse durante el almacenamiento (Wills y col,

1984).

Enzimas antioxidantes

Dados los diferentes tipos de EROs y su ubicacion en la célula, diferentes
enzimas son requeridas para su eliminacién. La enzima superoxido dismutasa
(SOD) convierte al radical superoxido en H2O: el cual a su vez también debe
ser eliminado. Dos enzimas son las encargadas de eliminar el H,O,, la catalasa
(CAT) y la ascorbato peroxidasa (APX), ambas remueven el H2O; pero catalizan
la reaccion en forma diferente y se ubican en compartimentos celulares
distintos. La catalasa se encuentra principalmente en peroxisomas y la APX se
encuentra en cloroplastos, citosol y apoplasto, lo que indicaria que no se

solaparian en sus funciones (Mach y Greenberg, 2004).

Superoéxido dismutasa SOD

Las enzimas superoxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas que se
encuentran ampliamente distribuidas en todos los organismos aerdbicos, ellas
catalizan la dismutacion de los radicales superoxido (O2- -) a oxigeno molecular

y peroxido de hidrogeno.

SOD
2 03-+ 2 H ’ H>0; + O,

Las superoxido dismutasas pueden ser agrupadas en tres clases:
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SOD dependientes del Cu?* Zn2: Con Cu*? y Zn*2? formando parte de su
estructura, se localizan en el citosol, cloroplastos y mitocondrias.

SOD dependientes del Mn*2: Esta clase utiliza Mn como cofactor. Se
encuentran en procariotes y mitocondrias de eucariotes.

SOD dependientes del Fe*3: Estas enzimas se encuentran en procariotes y
cloroplastos de algunas plantas.

Dentro de la célula la SOD constituye la primera linea de defensa contra las
EROs (Alscher, 2002) y cataliza la eliminacion del radical Oj-- de los
compartimentos donde es producido. Este paso es crucial ya que los
fosfolipidos de membrana son impermeables al O»-- , pero si permiten el paso

de H20:2 (Zimmermann y Zentgraf, 2005).

Ascorbato peroxidasa APX

La acumulacion de especies reactivas del oxigeno es parcialmente controlada
por el ciclo del ascorbato-glutation o Halliwell-Asada, donde la actividad APX
juega un rol importante (Asada, 1994). De este ciclo forman parte cuatro
enzimas, siendo la mas abundante la ascorbato peroxidasa (APX), que requiere
ascorbato para reducir el H;O, a HxO generando ademas
monodehidroascorbato (MDHA). El MDHA puede ser reducido nuevamente a
ascorbato por la monodeshidroascorbato reductasa (MR), que requiere NADH,
o bien puede desproporcionarse a ascorbato y dehidroscoérbico (DHA o ADA). A
continuacion, la deshidroascorbato reductasa (DR) regenera el ascorbato a
partir de DHA utilizando glutation reducido (GSH) como reductor. El ciclo se
completa con la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a GSH mediante la

actividad glutation reductasa (GR) utilizando NADPH (Figura III.c).

H,0, ascorbato GSSG NADPH

APX MR
NADH

GR

H,O MDHA GSH NADP*

DHA

Figura IIl.c: Ciclo de ascorbato-glutation o Halliwell-Asada
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La APX es la enzima mas importante para eliminar el H,O, producida en el
cloroplasto. En Arabidopsis ocho tipos de genes de APX han sido descriptos,
estos genes regulan diferentes respuestas a estrés y procesos de desarrollo.

Estudios previos revelan que hay un aumento de la expresion de genes de la
APX citosodlica frente a un estrés biotico o abidtico, la APX1 tiene elevados
niveles de expresion en ausencia de estrés, pero ante éste, su expresion
aumenta significativamente (Mittler, 2002), por otra parte la APX2 no se
expresa en ausencia de estrés, pero su expresion es sustancialmente
incrementada en respuesta a un estrés abiotico como el shock térmico
(Panchuk y col, 2002). La APX tiene alta afinidad por el H2O. y es capaz de

detoxificar bajas concentraciones de H>O; (Zimmermann y Zentgraf, 2005).

Catalasa CAT

La enzima CAT cataliza la conversion de H>O> como aceptor y donor de
moléculas de hidrégeno simultaneamente.

CAT
2 H,0: 2 H20 + O

La proteina es un tetramero formado por cuatro subunidades idénticas. Cada
monoémero contiene un grupo prostético hemo en el centro activo. En algunas
especies también hay una molécula de NADP por subunidad cuya funciéon es
proteger a la enzima de la oxidacion por su sustrato, HoO,. La CAT tiene alta
tasa de reaccion pero baja afinidad por el H2O: (Zimmermann y Zentgraf,
2005).

Las plantas contienen diferentes isoformas de CAT con diferentes funciones.
Todas las catalasas estan localizadas en los peroxisomas, donde el H2O: es
principalmente generado por fotorespiracion y oxidacion de acidos grasos. El
H>O, también puede difundir a los peroxisomas desde otros sitios de sintesis
de EROs.

Las catalasas pueden ser agrupadas en tres clases:

Clase I esta clase de catalasas se caracteriza por tener una expresion
altamente dependiente de la luz. Es muy abundante en células activamente
fotosintéticas y por eso estaria involucrada en la eliminacion del H;Oo

generado durante la fotorespiracion.
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Clase I estas catalasas se encuentran en plantas maduras, con una fuerte
expresion en el tejido vascular del peciolo y el mesofilo de las hojas. Su
expresion es independiente de la luz y podrian jugar un rol en la lignificacion o
en la respuesta a estrés, aunque la funcion precisa es todavia desconocida.

Clase III: estas enzimas se expresan en semillas y plantines y a veces en
estadios tardios de la senescencia, su funcién es remover el HyO; producido
durante la degradacion de acidos grasos en el glioxisoma (Zimmermann y

Zentgraf, 2005).

Peroxidasa POX

Estas enzimas son oxidoreductasas que catalizan la reaccion en la que el H>O»
actia como aceptor y otro compuesto (fenoles o aminas aromaticas) actia
como donor de atomos de hidrégeno.

POX tiene alta especificidad por el peréoxido como sustrato, pero baja
especificidad hacia el sustrato donor de hidrégeno

POX
Donante + H O ———— Donante oxidado + H>O

La peroxidasa puede ser inactivada por el calor, siendo una de las que
necesita mayor temperatura y mas tiempo para su inactivacion. Ademas,
posee la propiedad de la regeneracion enzimdtica. Este fenémeno consiste en
que al inactivarla por medio del calor recupera parcialmente su actividad
después de un cierto tiempo. La inactivacion de esta enzima por el calor es
una caracteristica que se utiliza como una forma de control cuando se aplican
tratamientos térmicos en el procesado de ciertos alimentos para asegurar que
luego de aplicado correctamente el tratamiento no se produzcan pérdidas de
calidad asociados a la accion de esta enzima sobre sustratos presentes en el
alimento.

Thongsook y Barret (2005) reportan que POX se puede hallar de dos formas,
una soluble (libre) y una ligada a membranas. Se encuentra en vacuolas,
tonoplasto, plasmalema y en la pared celular (interna y externamente)
cumpliendo una amplia variedad de funciones.

Esta enzima es muy ubicua en plantas, y cataliza gran diversidad de
reacciones. Cuando la planta se halla sometida a algun tipo de estrés tanto
bidtico como abiobtico, la actividad de esta enzima se ve aumentada (Jang y col,

2004).
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Desde el punto de vista de la calidad e alimentos vegetales, POX puede estar
involucrada en una diversidad de procesos como el pardeamiento enzimatico,
utilizando compuestos fendlicos como sustrato (Chisari, 2007); lo cual puede
estar asociado a la pérdida de color, aroma y valor nutricional de productos

frescos y procesados (Thongsook y Barrett, 2005).
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II1.2.2 OBJETIVO

Analizar el efecto de la influencia del tratamiento combinado sobre la
capacidad antioxidante y la actividad de las enzimas relacionadas con este

metabolismo, en brécoli minimamente procesado almacenado a 20 °C.
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II1.2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

111.2.3.1 Efecto del tratamiento combinado sobre el contenido de

compuestos antioxidantes

I11.2.3.1.1 Contenido de compuestos fenélicos

Los compuestos fenédlicos son elementos constituyentes de todas las plantas
superiores. En general, cuando las plantas son expuestas a diferentes tipos de
estrés biotico o abiotico tales como ataques de patdogenos, estrés oxidativo,
radiaciones de alta energia, ozono, bajas o altas temperaturas; la sintesis de
metabolitos fenolicos con propiedades antioxidantes es inducida (Grace,
2005). En este trabajo, se detecté un mayor contenido de fenoles en las
muestras tratadas con la combinacion 8 kJ.m2/48 °C 3h durante la mayor

parte del almacenamiento a 20 °C (Figura III.10).
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Figura III.10: Cambios en el contenido de compuestos fendlicos durante el
almacenamiento a 20 °C para los ramilletes controles y los tratados con 8 kJ.m2/48
°C 3h. Los resultados se expresan como ug fenoles/g de tejido. El asterisco (*) indica
diferencia significativa. LSDg,05=37,47

Comparando estos resultados con los mostrados en el capitulo I (Figura 1.7) en

el que se muestra el efecto de la radiacion UV-C solamente y en el capitulo II
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(Figura II1.4) en donde se muestra que el tratamiento térmico causa un
descenso momentaneo en el contenido de fenoles, se puede concluir que el
aumento de fenoles en las muestras con tratamiento combinado se debe
principalmente al efecto de la radiacion UV-C. Un incremento en el contenido
de fenoles totales también se observo en pimiento (Vicente y col, 2005) y
brécoli (Costa y col, 2006) tratados con una dosis de UV-C de 7 y 10 kJ.m2
respectivamente. Asimismo, mangos cortados y mangos enteros expuestos a
radiacion UV-C también mostraron un aumento en la acumulaciéon de
compuestos fenolicos (Gonzalez-Aguilar y col, 2007 (a) y 2007 (b)). Se encontro
ademas una fuerte correlacion entre el aumento del contenido de compuestos
fendlicos y la activacion de la enzima PAL en respuesta al tratamiento con
radiacion UV-C en frutos de mango cortado (Gonzalez Aguilar y col, 2007 (a))
En todos los ejemplos citados, el contenido de fenoles totales fue mayor en los
frutos tratados que en los controles, lo que sugiere que la radiacion UV-C
induce un incremento en la sintesis de estos compuestos. Dado que los
fenoles también participan en la resistencia contra el ataque de patogenos, se
puede concluir que el tratamiento combinado podria aumentar esta

resistencia a través de la biosintesis de compuestos fenolicos.

I11.2.3.1.2 Contenido de acido ascorbico

El contenido de acido ascoérbico en brocoli minimamente procesado disminuy6
durante el almacenamiento a 20 °C tanto en las muestras controles como en
las tratadas (Figura III.11). Sin embargo, la disminucién fue mas importante
en los brécolis controles respecto a aquellos que se sometieron al tratamiento
combinado. Como consecuencia, hacia el final del almacenamiento las
muestras tratadas poseian un 14 % mas de acido ascérbico que las muestras
controles, observandose la misma tendencia para el acido ascorbico total.

Trabajos previos mostraron que los tratamientos térmicos por si solos pueden
retrasar la pérdida de acido ascorbico durante la postcosecha de diferentes
productos. En cabezas enteras de brocoli, el tratamiento térmico ocasioné una
disminucion mas lenta del contenido de acido ascérbico durante el
almacenamiento (Shigenaga y col, 2005). Asimismo, Vicente y col, (2006)

observaron que frutillas tratadas térmicamente contenian niveles mas altos de
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acido ascorbico que sus respectivos controles. Por otra parte, los tratamientos
con UV-C también pueden causar un retraso similar en la degradacion de este
compuesto. Por ejemplo, en pimientos tratados con UV-C el contenido de acido
ascorbico disminuy6 mas lentamente que en los respectivos controles sin
tratar (Andrade Cuvi, 2008). Como se muestra en el capitulo I, en brocoli
minimamente procesado tratado sélo con radiacion UV-C se observo una
menor pérdida de acido ascorbico que en las flores controles después de 21

dias de almacenamiento a 4 °C.
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Figura III.11: Cambios en el contenido de acido ascérbico durante el almacenamiento
a 20° C de los ramilletes controles y los tratados con 8 kJ.m2/48 °C 3h. Los
resultados se expresan como mg ASA/ 100 g tejido. El asterisco (*) indica diferencia
significativa. LSDg 05=4

II1.2.3.1.3 Contenido de acido dehidroascérbico

Las frutas y vegetales frescos son una rica fuente de vitamina C, la principal
forma Dbiologicamente activa es el acido ascorbico, pero el acido
dehidroascorbico, producto de su oxidacion, también es biolégicamente activo
(Wills y col, 1984).

El contenido de acido dehidroascorbico de brocoli fresco cortado aumento
luego de dos dias de almacenamiento tanto en las muestras controles como en
las tratadas. Luego de este periodo, las muestras controles disminuyeron su

contenido hacia el dia 5, el que se mantuvo bajo hasta el fin del ensayo. Por el
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contrario, las muestras tratadas mantuvieron altos sus niveles de acido
dehidroascorbico hasta el dia 5 de almacenamiento, mostrando luego una
disminucion hacia el dia 7 de almacenamiento. Como consecuencia los
brocolis tratados presentaron en el dia 5 de almacenamiento un 45 % mas de

acido dehidroascorbico que los brocolis controles (Figura I11.12).
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Figura III.12: Cambios en el contenido de acido dehidroascérbico durante el
almacenamiento a 20 °C para los ramilletes controles y los tratados con 8 kJ.m2/48
°C 3h. Los resultados se expresan como mg ADA/ 100 g tejido. El asterisco (*) indica
diferencia significativa. LSDg 05=4,64

Como mencionamos previamente a concentracion de ADA en los vegetales es,
generalmente, mas baja que la del acido ascorbico y generalmente representa
un contenido menor al 10 % de la vitamina C total, pero esta concentracion
tiende a incrementarse durante el almacenamiento (Wills y col, 1984). En este
trabajo el contenido de acido dehidrascorbico representé hasta un 35 % del
acido ascorbico total, aunque no se mantuvo en el tiempo. El tratamiento
combinado contribuyé a mantener elevado el ADA por mas tiempo y asi

conservar mejores caracteristicas antioxidantes.

II1.2.3.1.4 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue superior en los brocolis tratados luego de la

aplicacion del tratamiento. Posteriormente la actividad antioxidante disminuy6
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durante el almacenamiento tanto en las muestras controles como en las
tratadas, aunque la actividad antioxidante en las muestras tratadas fue mayor
a los respectivos controles para todos los dias de almacenamiento (Figura

11.13).
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Figura IlI.13: Cambios en la actividad antioxidante durante el almacenamiento a 20 °C
de los ramilletes controles y los tratados con 8 kJ.m2/48 °C 3h. El poder antioxidante
se define como la inversa de la cantidad de extracto que se necesita para disminuir la
absorbancia inicial del DPPH en un 50%. El asterisco (*) indica diferencia significativa.
LSD0,05=3,32

Como mencionamos anteriormente el contenido de compuestos fendlicos y de
acido ascorbico fue superior en las nuestras tratadas con respecto a las
controles lo que podria indicar la mayor actividad antioxidante en los brocolis
tratados. Trabajos previos han descripto un aumento en la actividad
antioxidante en respuesta a la radiacion UV-C (Adrian y col, 2000; Costa y col,
2006). En mango cortado la radiacion UV-C tuvo un efecto positivo sobre la
actividad antioxidante (Gonzalez Aguilar y col, 2007 (a)). En frutillas tratadas
térmicamente a 45 °C durante 3 horas la actividad antioxidante fue mas alta
que en las no tratadas (Vicente y col, 2006). El tratamiento combinado 8 kJ.m-
2/48 °C 3 horas induciria el sistema de defensa antioxidante no enzimatico, y
contribuiria a una mejor calidad nutricional y también podria ayudar a
combatir la produccion de EROs generada durante la senescencia postcosecha

de brécoli minimamente procesado.
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I11.2.3.2 Efecto del tratamiento combinado sobre la actividad

fenilalanina amonio-liasa (PAL)

II1.2.3.2.1 Actividad fenilalanina-amonioliasa (PAL)

La actividad PAL muestra relativamente pocas variaciones durante la
senescencia postcosecha de las muestras control. Solo se detecté un
incremento en su actividad hacia el final del almacenamiento. Las muestras
tratadas presentaron una actividad PAL significativamente mayor a los
controles inmediatamente luego del tratamiento. Dicha actividad present6 una
variacion similar a los controles pero se mantuvo mas alta durante todo el

almacenamiento (Figura II1.14).

0,07
I Control

0.06 1 | mmm Uv-C+TT

0,05 -
‘707
E 0,04 - *
@
3
1 0,03 +
<
o * *

0,02 -

*
0,01 +
0,00 -
0 2 5 7

Dias a 20 °C

Figura II1.14: Evolucion de la actividad especifica de PAL en funcién del tiempo de
almacenamiento a 20 °C. UAEpa: DDO/hora/mg proteina. El asterisco (*) indica
diferencia significativa. LSDg,05=0,012

La enzima PAL es una enzima clave en la ruta de sintesis de todos los
compuestos fenédlicos, los cuales estan involucrados tanto en la accion
antioxidante como en la defensa frente a estrés biotico (ej. fitoalexinas, lignina)
La radiacion UV es un fuerte inductor de la actividad PAL. En diversos frutos

tales como mangos, duraznos y manzanas (Gonzalez Aguilar y col, 2007 (a);
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Ghaouth y col, 2003; Stevens y col, 1990) se observo un aumento en la
actividad PAL luego del tratamiento con UV-C.

El tratamiento térmico, por otro lado, puede provocar una disminucion en esta
actividad, tal como se observo en frutillas (Civello y col, 1998).

En este trabajo, el aumento de la actividad PAL luego del tratamiento
combinado estaria indicando que el efecto activador de la radiacion UV-C seria
mas importante que la probable inhibicion provocada por el tratamiento
térmico. Por lo tanto el tratamiento combinado induciria el sistema de defensa
antioxidante y aumentaria la resistencia contra ataque de patoégenos por
inducir la actividad PAL y como consecuencia la biosintesis de compuestos

fenolicos.

I11.2.3.3 Efecto del tratamiento combinado sobre la actividad de las

enzimas antioxidantes

II1.2.3.3.1 Actividad superoxido dismutasa (SOD)

La actividad SOD se mantuvo practicamente invariable en las muestras
control durante todo el almacenamiento. En cambio, las muestras tratadas
mostraron un importante incremento en la actividad SOD inmediatamente
después del tratamiento (32 %). Esta mayor actividad se mantuvo hasta el dia
S de almacenamiento para descender hacia el dia 7 volviendo a un nivel
similar al medido en las muestras control (Figura III.15).

En otros sistemas se observo que una mayor acumulacion de SOD se podia
asociar con retraso en el deterioro o mayor resistencia al estrés. En plantines
de trigo tolerantes a estrés térmico de alta temperatura se observo que la
actividad de SOD fue significativamente mayor que en los plantines
susceptibles (Almeselmani y col, 2006). Asimismo, Vicente y col, (2006),
trabajando en frutillas, encontraron que el tratamiento térmico indujo mayor
actividad SOD luego de 14 dias a 0 °C mas 2 dias a 20 °C, lo que se
correlacion6 con una mayor vida postcosecha de los frutos tratados. En
brocoli, particularmente, Toivonen y Sweeney (1998) observaron una
correlacion entre las enzimas antioxidantes y la diferencia entre la

susceptibilidad al amarillamiento de dos cultivares de broécoli. Aquel cultivar
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que se mantuvo verde mas tiempo durante el almacenamiento postcosecha,
present6 mayor actividad de SOD.

Estos datos, junto con los medidos en el presente trabajo indicarian que el
incremento en la actividad de SOD podria contribuir a evitar o retrasar la
acumulacion de radicales superoxido durante el almacenamiento y asi

disminuir el dano en los tejidos en las muestras tratadas.
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Figura III.15: Evolucién de la actividad especifica de SOD en funcién del tiempo de
almacenamiento a 20 °C. UAEgop: La cantidad de enzima que, bajo las condiciones de
ensayo, causa un 10 % de inhibicién de la reaccién observada en ausencia de enzima.
El asterisco (*) indica diferencia significativa. LSDg,05=0,114

II1.2.3.3.2 Actividad peroxidasa (POX)

Los brécolis controles presentaron un incremento en la actividad POX durante
el almacenamiento hasta alcanzar el maximo en el dia 5 para luego comenzar
a disminuir hacia el dia 7. En las muestras tratadas, se produjo una
disminuciéon marcada de la actividad POX inmediatamente después del
tratamiento combinado. A partir del dia 2 la actividad aumenta pero se
mantiene menor que los controles. Hacia los dias 5 y 7 las muestras tratadas

tienen niveles de actividad similar a los controles (Figura II1.16).
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Figura III.16: Evolucion de la actividad especifica de POX en funcion del tiempo de
almacenamiento a 20 °C. UAEpox: ADO/min/mg proteina. El asterisco (*) indica
diferencia significativa. LSDg 05=2,22

Otros trabajos han mostrado una menor actividad POX luego de la aplicacion
de tratamientos térmicos. En frutillas, Vicente y col (2006) observaron menor
actividad de POX en frutos sometidas a un tratamiento térmico moderado.
Asimismo, la reduccién en la actividad POX por tratamientos térmicos ha sido
descrita en lechuga (Loaiza Velarde y col, 1997).

Peroxidasa esta relacionada con la eliminacion de H,O; pero también podria
estar involucrada en la degradacion de clorofila (Funamoto y col, 2003;
Yamauchi y Watada, 1991), ademas esta enzima participaria en el
pardeamiento y el dano a los tejidos. La oxidacion de un amplio rango de
compuestos organicos sugiere que la enzima puede estar asociada a la pérdida
de color, aroma y valor nutricional de productos frescos y procesados
(Thongsook y Barrett, 2005).

Diversos estudios han mostrado que la actividad de la enzima POX incrementa
marcadamente durante el amarillamiento de brocoli (Funamoto y col, 2003).
En brocoli, los tratamientos térmicos retrasan el deverdizado en forma
simultanea con una disminucion de la actividad de enzimas asociadas a la
degradacion de clorofilas, entre ellas peroxidasa (Dong y col, 2004; Barrett y

col, 2000; Costa y col, 2005). Por lo tanto en los brécolis controles la alta
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actividad POX hallada podria ser una respuesta al mayor dano y el
tratamiento combinado provocaria un retraso en la actividad de POX, lo que
indicaria un retraso en el dano postcosecha en concordancia con la menor

actividad CAT observada en las muestras tratadas.

II1.2.3.3.3 Actividad catalasa (CAT)

Inmediatamente después del tratamiento combinado no se observa diferencia
significativa entre las muestras controles y tratadas en la actividad especifica
de la enzima CAT. Luego, durante los dias 2 y 5 de almacenamiento la
actividad aumenté significativamente en las muestras controles para
disminuir al dia 7. Por el contrario, la actividad especifica de CAT en las
muestras tratadas se mantiene sin cambios hasta el dia 7 de almacenamiento,
donde recién en ese momento se produce un aumento en su actividad (Figura

11.17).
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Figura III.17: Evolucion de la actividad especifica de CAT en funcién del tiempo de
almacenamiento a 20 °C. UAEcar: pmol/min/mg proteina. El asterisco (*) indica
diferencia significativa. LSDg 05=6,51

El Km de esta enzima es relativamente alto, dado que su Vmax es muy alta,

por lo que estaria mas activa cuando se encuentra en presencia de altas
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concentraciones de H,O3, lo que podria indicar que en las muestras controles
habria una elevada producciéon de H;O; que produce un incremento en la
sintesis de catalasa (reflejada por su mayor actividad) necesaria para eliminar
el H,O; que se estaria produciendo. En cambio en las muestras tratadas este
aumento significativo en la actividad CAT recién se observa en el dia 7 lo que
podria indicar un retraso en la acumulaciéon de peroxido de hidrogeno en las
muestras tratadas, que se relaciona con un menor dano en los tejidos debido a

un retraso general de la senescencia.

II1.2.3.3.4 Actividad ascorbato peroxidasa (APX)

La actividad APX se mantuvo practicamente invariable durante el
almacenamiento de las muestras control, s6lo se detecté un ligero aumento en
los dias 5 y 7. En las muestras tratadas, inmediatamente luego del
tratamiento, no se observaron diferencias con la actividad de APX de los
ramilletes controles. No obstante, los ramilletes tratados presentaron mayor
actividad APX luego de 5 y de 7 dias de almacenamiento, lo que se
correlaciona con un mayor contenido de acido dehidroascorbico en las

muestras sometidas al tratamiento combinado (Figura III.18).
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Figura II1.18: Evolucién de la actividad especifica de APX de las muestras controles y
tratadas durante el almacenamiento a 20 °C. UAEspx: pmol de ascorbato/min/mg
proteina. El asterisco (*) indica diferencia significativa. LSDyg 05=0,25
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Como se describi6 previamente, una mayor actividad APX podria tener
influencia en la proteccion contra EROs generadas en condiciones de estrés.
En este sentido, trabajos realizados en trigo describieron una mayor actividad
APX en aquellas variedades tolerantes al estrés térmico (Almeselmani y col,
2006). La induccion de APX en respuesta este tipo de estrés se ha descrito en
diversas especies. Sato y col. (2001) demostraron que la actividad APX se
incrementa en plantas de arroz sometidas a condiciones de estrés por altas
temperaturas. En tratamientos postcosecha, por ejemplo, se detecté un
incremento de esta actividad en frutillas (Vicente y col, 2006) y brocoli
(Shigenaga y col, 2005).

Por otro lado, incrementos de la actividad APX también fueron detectados
luego del tratamiento con UV-C en pimientos (Andrade Cuvi, 2008) y tomates

durante el almacenamiento postcosecha (Barka, 2001).

En resumen, el tratamiento combinado mantiene mas altos los niveles de
antioxidantes no enzimaticos, hay un aumento en el contenido de compuestos
fenodlicos que se correlaciona con un aumento en la actividad PAL, y hay una
menor pérdida en el contenido de ascorbico, lo que se relaciona también con
una superior actividad antioxidante en las muestras tratadas. El tratamiento
combinado influye sobre la actividad de las enzimas antioxidantes. Se produce
un aumento en la actividad SOD, en tanto que la actividad de CAT y APX son
dependientes de la concentracion del peroxido de hidrégeno dismutado por la
SOD. En las muestras tratadas es probable que se acumule menos H2O> y por
eso la actividad CAT y APX sea menor inicialmente y que estas recién
aumenten hacia el final del almacenamiento. El tratamiento combinado
disminuye la actividad de POX a tiempo cero, lo que contribuiria a un menor
dano en los tejidos lo que se relaciona con una menor actividad de CAT y APX.
Hacia el final del tratamiento el aumento en la actividad APX genera un

incremento en el ADA de las muestras tratadas.
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II1.2.4 CONCLUSIONES

-El tratamiento combinado 8 kJ.m2/48 °C 3 h induciria el sistema de defensa
antioxidante no enzimatico, y contribuiria a una mejor calidad nutricional.
También podria ayudar a combatir la producciéon de EROs generada durante

la senescencia postcosecha de brocoli minimamente procesado.

-El tratamiento combinado 8 kJ.m2/48 °C 3 h, al inducir la actividad de la
enzima PAL podria inducir a la resistencia contra el ataque de patogenos en

brécoli minimamente procesado.

-El tratamiento combinado produjo un incremento en la actividad de SOD y
una disminucion en la actividad de POX que podria contribuir a disminuir el
dano en los tejidos en las muestras tratadas, esto provocaria un aumento

tardio de la actividad de las enzimas CAT y APX durante la senescencia.
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II1.3.1 OBJETIVO

En la seccion anterior se demostréo que la combinacion de tratamientos era
efectiva para retrasar la senescencia y mantener la calidad de broécoli
minimamente procesado a 20 °C. De acuerdo a lo mencionado previamente
(objetivos capitulos I y II) se torna necesario evaluar si este efecto benéfico se
mantiene durante el almacenamiento refrigerado. En este capitulo se describe
el efecto de la combinacion de radiaciéon UV-C y tratamiento térmico con aire
caliente sobre parametros de calidad y senescencia en brocoli minimamente

procesado almacenado a 0 °C.
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II1.3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

II1.3.2.1 Apariencia general

La apariencia general de las muestras tratadas con el tratamiento combinado
fue mejor la de los respectivos controles. No se observaron sintomas de
deshidratacion, ni presencia de hongos y bacterias. Se observo que las
muestras tratadas mantenian el color verde hasta el dia 21 de
almacenamiento, en tanto que los controles ya se encontraban en un mal

estado general y amarillos hacia el final del almacenamiento.

II1.3.2.2 Pérdida de peso

Las muestras controles y tratadas presentaron un aumento en la pérdida de
peso durante el almacenamiento refrigerado, alcanzando un maximo de 4 %
después de 21 dias de almacenamiento. El tratamiento redujo ligeramente la
pérdida de peso pero las diferencias entre muestras no fueron significativas

(Tabla III.2).

II11.3.2.3 Pérdida de electrolitos

La pérdida de electrolitos fue significativamente menor en las muestras
tratadas luego de 14 y 21 dias de almacenamiento a O °C (Tabla III.2). Este
parametro puede ser utilizado como una medida del dano que sufren los
tejidos. Los resultados obtenidos indican un dano importante en las muestras
controles mientras que las tratadas mantendrian sus tejidos en mejores
condiciones. Se ha demostrado que los tratamientos térmicos de alta
temperatura por si solos provocan modificaciones en la composicion de las
membranas plasmaticas. Lurie y col. (1991) encontraron que los tratamientos
térmicos incrementaron la estabilidad de membranas al modificar su
composicion lipidica. Por otra parte en broécoli tratado solo con radiacion UV-C

también se observo menor pérdida de electrolitos (capitulo 1). Los resultados
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hallados indican una menor disrupcion de tejidos y dafio de membranas en

los ramilletes a los que se les aplico el tratamiento combinado.

Tabla III.2: Pérdida de peso, pérdida de electrolitos y produccion de CO, en
muestras control (C) y tratadas con UV-C + TT (T) (8 kd.m2/48 °C 3 h) en brécoli
minimamente procesado almacenado 21 dias a 0 °C.

Dias a 0 °C

0 7 14 21
Pérdida de peso (%) C 0,00 1,17 2,54 4,03
LSD =0,39 T 0,00 1,56 2,66 3,76
Pérdida de electrolitos (%) C 13,47 7,06 14,63 17,93
LSD =6,10 T 11,82 6,42 *5,88 *8,49
Produccioén de CO2z (mL g-1.h-1) C 0,110 0,107 0,099 *0,110
LSD = 0,011 T *0,143 0,105 0,090 0,091

(*) Indica diferencia significativa entre (C) y (T)

II1.3.2.4 Actividad respiratoria

La velocidad de respiracion de las muestras tratadas presento diferencias
inmediatamente después de aplicado el tratamiento (tabla III.2). La produccion
de CO; aumentoé aproximadamente 1,5 veces después del tratamiento
combinado y luego disminuy6. Las muestras controles no presentaron
cambios en la produccion de CO, durante el almacenamiento. Hacia el final
del almacenamiento, las muestras tratadas presentaron una produccion de

CO; significativamente menor que los controles.

II1.3.2.5 Color superficial

El valor del angulo Hue disminuyé en las muestras controles durante el
almacenamiento refrigerado, alcanzando, hacia el dia 21, un valor un 8 %
menor respecto al inicial.

En las muestras tratadas, no se detect6 variacién respecto al valor inicial, por
lo que estas muestras presentaron un Hue significativamente mayor que los

controles (Figura III.19).
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Figura III.19: Efecto del tratamiento combinado con radiaciéon UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el valor del angulo Hue en brécoli minimamente procesado
almacenado durante 21 dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.
(LSDHwe=2,27)
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Figura III.20: Efecto del tratamiento combinado con radiaciéon UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre la luminosidad (L*) en brécoli minimamente procesado
almacenado durante 21 dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.
(LSDw+=1,7)
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En cuanto a la luminosidad (L*), luego de 21 dias a O °C, los valores de L*
aumentaron en ambos casos, pero en las muestras donde se aplico el
tratamiento combinado este aumento fue menor (Figura II1.20).

Por lo tanto, el menor aumento de luminosidad acompanado de un menor
descenso del angulo Hue sugiere que el tratamiento combinado con radiacion
UV-C (8 kJ.m™2) y aire caliente 48 °C/3 h produce un retraso en el

amarilleamiento de las inflorescencias almacenadas a O °C.

I11.3.2.6 Contenido de clorofilas

El contenido de clorofilas disminuyé durante el almacenamiento en ambos
casos, pero la velocidad de degradacion fue menor en las muestras tratadas
que en los controles. Luego de 21 dias de almacenamiento a 0 °C las

inflorescencias tratadas presentaron un nivel de clorofilas aproximadamente

30 % superior a los respectivos controles (Figura III.21).
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Figura III.21: Efecto del tratamiento combinado con radiaciéon UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de clorofila en brécoli minimamente procesado
almacenado durante 21 dias a 0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.

(LSDclor0ﬁ1a= 3 0) .
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El mayor contenido de clorofilas concuerda con el mayor angulo Hue y menor
valor de L* observado en las muestras tratadas almacenadas a 0 °C, lo que

confirmaria el retraso en el amarilleamiento de las inflorescencias.

II1.3.2.7 Contenido de compuestos fendlicos

En el caso del contenido de compuestos fenolicos, se encontré un aumento en
el nivel de estos compuestos inmediatamente después del tratamiento de
manera similar a lo observado a 20 °C. Las muestras tratadas mantuvieron
mayores niveles que los controles durante el almacenamiento a 0 °C, por lo
que al final de éste, las muestras tratadas alcanzaron un nivel 19 % mas alto

que los controles (Figura II1.22).
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Figura III.22: Efecto del tratamiento combinado con radiaciéon UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de fenoles totales en brocoli minimamente
procesado almacenado durante 21 dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias
significativas. (LSDtenoles totales=0, 10)

Tal como se mencioné en el capitulo I se conoce que los compuestos
fenilpropanoides son sintetizados en respuesta a los tratamientos UV-C,
basicamente a través de una induccién de la actividad PAL, lo cual
posiblemente forma parte del mecanismo de proteccion de las plantas frente a

un exceso de radiaciéon (Bieza y col, 2001). Como se mencionoé en el capitulo III
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primera parte B, el aumento de la actividad PAL luego del tratamiento
combinado estaria indicando que el efecto activador de la radiacion UV-C seria
mas importante que la inhibicion provocada por el tratamiento térmico. Por lo
tanto el tratamiento combinado induciria la actividad PAL y como

consecuencia la biosintesis de compuestos fenélicos.

II1.3.2.8 Actividad antioxidante

En general, las muestras control mostraron menor actividad antioxidante que
los brocolis tratados durante el almacenamiento a O °C (Figura III.23). Las
muestras que fueron tratadas con el tratamiento combinado presentaron un
22 % mas de actividad antioxidante que los brocolis controles luego de 21
dias. La actividad antioxidante muestra una tendencia similar al contenido de
fenoles, lo que podria indicar que el primero estaria fuertemente relacionado a

los niveles de éste tipo de compuestos.
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Figura II1.23: Efecto del tratamiento combinado con radiaciéon UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre la actividad antioxidante en brécoli minimamente procesado
almacenado durante 21 dias a 0 °C. El asterisco (*) indica diferencias significativas.
(LSDDPPH=2,64)
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II1.3.2.9 Contenido de proteinas solubles y totales

El contenido de proteinas solubles aumenté luego de 14 dias de
almacenamiento a O °C tanto en las muestras control como en las tratadas,
indicando una probable desorganizaciéon de membranas celulares. Hacia el
final del almacenamiento se observé un descenso en este valor en ambas

muestras (Figura II1.24).
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Figura IlI.24: Efecto del tratamiento combinado con radiacién UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de proteina soluble en brécoli minimamente
procesado almacenado durante 21 dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias
significativas. (LSDproteina soluble=1,27).

Por otro lado, el contenido de proteinas totales se relaciona con el avance de la
senescencia ya que durante la misma se produce una importante degradacion,
lo cual se considera un sintoma del proceso. El contenido de proteinas totales
disminuy6 tanto en las muestras controles como en las muestras tratadas
(Figura II1.25). Sin embargo, en las muestras tratadas el contenido de proteina
total fue superior a la de las controles durante el almacenamiento a 0 °C. Tal
como se describio en la primera parte de éste capitulo, el tratamiento térmico
tendria un efecto mayor que la radiacion UV-C en cuanto a la inhibicion de la

degradacion de proteinas.
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Figura III.25: Efecto del tratamiento combinado con radiaciéon UV-C (8 kJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de proteina total en brécoli minimamente
procesado almacenado durante 21 dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias
significativas. (LSDproteina totar=0,64)

II1.3.2.10 Contenido de azticares totales
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Figura III.26: Efecto del tratamiento combinado con radiacion UV-C (8 kdJ.m™2) y aire
caliente 48 °C/3 h, sobre el contenido de azticares totales en brécoli minimamente
procesado almacenado durante 21 dias a O °C. El asterisco (*) indica diferencias
significativas. (LSDazucares totales=1,19).
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Apenas finalizado el tratamiento, el contenido de aztcares totales fue
levemente superior en los ramilletes tratados pero no se detectaron diferencias
significativas entre éstos y los controles (Figura II[.26). Después de 7 dias de
almacenamiento el contenido de azticares totales disminuy6 y se mantuvo sin
cambios hasta el dia 21 de almacenamiento a O °C, tanto para las muestras
tratadas como para las muestras controles, no encontrandose diferencias

significativas entre éstas.
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I11.3.3 CONCLUSIONES

- Los ramilletes almacenados a 0 °C que fueron sometidos al tratamiento
combinado presentaron un retraso en el amarillamiento, evidenciado por un
mayor valor de angulo Hue y menor valor de L* y mayor contenido de clorofilas

que las muestras controles.

- Las muestras tratadas presentaron menor pérdida de electrolitos que los
respectivos controles durante al almacenamiento a O °C, lo que podria indicar

el menor dano en los tejidos.

- Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el tratamiento
combinado UV-C (8kJ.m2) mas el tratamiento térmico con aire caliente (48 °C,
3 horas) mejora la calidad postcosecha de brocoli minimamente procesado

almacenado a 0 °C.
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CONCLUSIONES GENERALES

El brocoli es una hortaliza que presenta una senescencia postcosecha
acelerada, que se agrava en el caso que el material sufra un procesamiento
minimo. La senescencia y otros desérdenes que ocurren durante la
postcosecha conducen a importantes pérdidas que en general han tratado de
ser controladas mediante el uso de agroquimicos. Sin embargo, actualmente la
utilizacion de estos compuestos esta siendo cuestionado debido a los riesgos
para la salud humana, la contaminacion del medio ambiente y el desarrollo de
resistencia de los patogenos. Una tecnologia alternativa, utilizada desde hace
tiempo para controlar las pérdidas postcosecha ha sido el almacenamiento
refrigerado. Esta tecnologia por si sola no es suficiente para evitar el deterioro,
por lo que se han estudiado nuevas tecnologias amigables para el medio
ambiente y la salud humana como complemento de la refrigeracion. Estas
tecnologias son la radiacion ultravioleta C (UV-C) y los tratamientos térmicos
de alta temperatura

Precisamente, durante la realizacion del presente trabajo de tesis doctoral se
analiza el efecto de tratamientos con radiacion UV-C (8 kJ.m™2) y aire caliente
(48 °C, 3 horas) sobre la calidad y vida postcosecha de brocoli minimamente
procesado, almacenado en refrigeracion o a 20 °C.

La aplicacion de radiacion UV-C en una dosis de 8 kJ.m?2 en brocoli
minimamente procesado permite retrasar la pérdida de color y degradacion de
clorofilas durante el almacenamiento refrigerado. Asimismo, el tratamiento
conduce a una menor pérdida de electrolitos y velocidad de produccion de
CO., sugiriendo un retraso en el dafno tisular que acompana a la senescencia.
Este retraso de la senescencia permite mantener el producto con mejor calidad
durante este periodo como pudo observarse a través de la apariencia general.
Sin embargo, este no fue el inico efecto benéfico del tratamiento observado. La
dosis de radiacion UV-C aplicada permite aumentar los niveles de
antioxidantes y disminuir el desarrollo de microorganismos lo que conlleva a

mejorar el producto desde el punto de vista nutricional y sanitario.
Al igual que el tratamiento con UV-C, la aplicaciéon de un tratamiento térmico

con aire caliente a 48 °C durante 3 horas, en brocoli minimamente procesado,

también permite retrasar el amarilleamiento de las inflorescencias. Este
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tratamiento causa asimismo un retraso en la degradacion de clorofilas y en
otros sintomas de senescencia tales como la pérdida de proteinas y azucares.
Finalmente, el tratamiento permite mantener por mas tiempo la integridad de
membranas, indicada por una menor pérdida de electrolitos. A diferencia del
tratamiento con UV-C, el tratamiento térmico disminuye el contenido de
fenoles y la capacidad antioxidante al inicio y a los 14 dias, pero

recuperandose hacia el final del almacenamiento.

Dado que la aplicacion de ambos tratamientos provocé un retardo en la
pérdida de calidad respecto a los controles, se decidié probar si la aplicacion
conjunta de ambos tratamientos producia mejores resultados que la
aplicacion de cada uno de ellos por separado. Para ello se decidi6 aplicar el
tratamiento combinado de radiacion UV-C y térmico. Se ensayaron diversas
combinaciones de dosis de UV-C y temperaturas de tratamiento,
seleccionandose la combinacion UV-C de 8 kJ.m™2 mas aire caliente a 48 °C
durante 3 horas ya que ésta provocod la mejor retencion de calidad y color
superficial. Este tratamiento combinado contribuye a una mejor conservacion
de la calidad organoléptica de brécoli minimamente procesado durante el
almacenamiento a 20 °C. Esta combinacion mantiene el color verde de los
tejidos por mas tiempo y retrasa la degradacion de clorofila. Asimismo, el
tratamiento combinado conserva el contenido de proteinas y no afecta la
reduccion del contenido de azucares totales.

Los resultados mostraron que el tratamiento combinado afectaria también al
sistema antioxidante. El mismo induciria el sistema de defensa antioxidante
no enzimatico, y contribuiria a una mejor calidad nutricional ya que mantiene
mas altos los niveles de compuestos fenélicos, que se correlaciona con un
aumento en la actividad PAL. Este hecho, agregado a una menor pérdida en el
contenido de ascoérbico correlacionaria también con una superior capacidad
antioxidante en las muestras tratadas. El tratamiento también podria ayudar
a combatir la produccion de EROs generada durante la senescencia
postcosecha de brocoli minimamente procesado a través de una induccién en
la actividad SOD. En las muestras tratadas es probable que se acumule
menos H>O, y por eso las actividades CAT y APX fueran menores inicialmente

y que recién aumenten hacia el final del almacenamiento.
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El efecto benéfico del tratamiento combinado se observo también en los
ensayos en los que las muestras eran almacenadas a O °C, detectandose un
retraso en el amarillamiento, evidenciado por un mayor valor de angulo Hue y
menor valor de L* y mayor contenido de clorofilas. Las muestras tratadas
presentaron menor pérdida de electrolitos que los respectivos controles
durante al almacenamiento a O °C, lo que indicaria menor dano en los tejidos.
La apariencia general de las muestras tratadas fue mejor que las controles
como se indico en el punto II1.3.2.1 sin embargo esta no fue mejor que la

obtenida con el tratamiento solo con UV-C.

Los resultados presentados en esta Tesis doctoral muestran que la aplicacion
de tratamientos con radiacion UV-C; térmicos de alta temperatura y sus
combinaciones; complementando o no a la refrigeraciéon podrian ser una
estrategia no quimica beneficiosa para mantener la calidad y extender la vida

postcosecha de brocoli minimamente procesado.
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