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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consistié en evaluar el efecto del envasado con
film de politetileno y del almacenamiento refrigerado sobre la calidad funcional del
brécoli durante 21 dias a 0 °C. Para ello se determinaron los niveles de capacidad
antioxidante aplicando tres metodos: ABTS, FRAP y DPPH asi como el contenido en
polifenoles totales, 3-caroteno, clorofila. Los resultados en las muestras envasadas y no
envasadas mostraron un aumento del contenido de polifenoles totales, [3-caroteno y
clorofila durante la primera semana de almacenamiento, siendo superior en los brocolis
envasados. Sin embargo, al final de periodo de almacenamiento, los brécolis sin envasar
presentaron concentraciones superiores en polifenoles totales y [3-caroteno a los
registrados el primer dia de almacenamiento, siendo el contenido en clorofila menor. Los
valores obtenidos en las muestras envasadas permanecieron sin diferencias significativas
respecto al primer dia de almacenamiento. En ambas muestras se observo una elevada

correlacion de polifenoles y carotenos con a la capacidad antioxidarmote)(r
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ABSTRAT

The aim of the work was the evaluation of the polyethylene packaging and
refrigerated storage on the functional quality of brécoli during 21 days at 0°C. The
antioxidant capaciy was measured using three different methods: ABTS, FRAP y DPPH,
together with the amount of polyphenols, 3-carotene and chlorophyll. The results in the
packaged and control samples showed an increase in polyphenols, R-carotene, and
chlorophyll during the first week of storage. However, at the end of the storage period,
the unpackaged brécoli presented higher concentration of polyphenols and [3-carotene
respect to the first day of storage, but with lower chlorophyll contents. In packaged
samples the values did not change during the storage. In both samples a high corrleation

between polyphenols and carotenes with the antioxidant capaeityg|r

Keywords: antioxidant capacity, polyphenols, chlorophyll §-carotene
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1. INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

Hoy en dia el consumidor demanda cada vez mas productos con mayor calidad
sensorial, nutricional y funcional. Es decir, se busca que el alimento realice las funciones
nutricionales basicas, y ademas que con su ingesta se pueda conseguir beneficios para la
salud e incluso poder prevenir enfermedades (Fernandez-Leon., 2012). Diversos estudios
cientificos han demostrado que el consumo de alimentos vegetales ricos en fotoquimicos
es uno de los factores cruciales para conseguir un estado de salud éptimo , mediante la
prevencion de varias enfermedades como el cancer, la inflamacion, las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de

Parkinson y cataratas) y la depresion (Khalaj et al., 2013).

El Cédigo Alimentario Espafiol (CAE., 2012) define hortaliza como: “cualquier
planta herbacea horticola en sazon (término que se emplea cuando una planta ha
alcanzado el grado de madurez que le permite ser comida) que se puede utilizar como
alimento, ya sea en crudo o cocinada”. Indica, ademas, que la denominacién de verdura
distingue a un grupo de hortalizas en las que: “La parte comestible esta constituida por
sus o6rganos verdes (hojas, tallos o inflorescencias)”. Las hortalizas tienen una gran
diversidad estructural y por lo tanto, constituyen una importante fuente de sustancias con
alto potencial bioldgico (Bachiega, 2016). Desde el punto de vista quimico, las hortalizas
son productos ricos en agua, pobres en carbohidratos, proteinas y lipidos, por lo que son
alimentos con escaso aporte energético. Sin embargo, tienen gran interés por su contenido
en micronutrientes: vitaminas y minerales (Moreno et al., 2006; Torija y Camara, 1999;
Belitz y Grosch, 1997).

Entre los vegetales mas demandados en la actualidad destacan los de la familia de
las BrasicaceasBfassicaceago cruciferas Cruciferad, por sus efectos beneficiosos
para la salud, debido fundamentalmente a su gran contenido en compuestos funcionales
como vitamina C, carotenoides, clorofilas, compuestos fendlicos y glucosinolatos

(Moreno, et al., 2006). Esta familia de angiospermas dicotiledéneas se caracteriza por su
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gran complejidad botanica (Nuez et al., 1999), e incluye diversas especies de gran

interés agricola, destacando la espBcassica oleracea. L (Figura 1).

g h i

Figura 1.1. Distintas formas de Brassica oleracea: a) Brocoli (B. oleracea ssp. Italica L.). b)
Coliflor (B. oleracea ssp. botrytis L.). ¢) Kale chino (B. oleracea var. alboglabra). d) Repollos
de Bruselas (B. oleracea ssp. gemmifera DC). e) Repollo salvaje (B. oleracea var. silvestris).
f). Repollo (B. oleracea ssp. capitata L.). g) Kale rizado (B. oleracea var. sabelica). h) Kohlrabi
o colirrabano (B. oleracea var. Gongylodes). i) Repollo savoy (B. oleracea var. sabauda).
(Hasperué, 2012.)

Como resultado de la seleccion, dentr@deleracea se encuentran seis vegetales
distintos, conocidos colectivamente como coles. Incluyen la colBooleracea ssp.
botrytisL.) y el brécoli 8. oleracea ssp. italica L.), con la inflorescencia mas elevada
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qgue la primera, kohlrabi o colirrdbanB.(oleracea sspgongylodeslL.) con el tallo
engrosado, kaleB( oleraceassp.medullosarhell.) cuyas hojas centrales no forman una
cabeza, repolloR. oleraceassp. capitata L.) con las hojas alargadas y retorcidas
recubriendo la yema apical, y repollo de Bruselaso(eraceassp.gemmiferaDC) con

numerosos brotes de yemas laterales.

1.2 EL BROCOLI
1.2.1 Origen e historia.

El origen del brécoli se asienta a los paises con climas templados a orilla del
Mediterraneo oriental, en Oriente Préximo (Asia Menor, Libano, Siria). Hace unos 2500
afos, la Peninsula de Anatolia, Libano y Siria acogieron los primeros ejemplares de esta
planta, provenientes de una especie silvestre comun con las coles y coliflores, y fue donde

se comenzo a seleccionar por caracteristicas especiales (Babula, et al., 2007).

Durante la época de dominio del Imperio Romano, esta hortaliza llegaria hasta la
peninsula Italica donde fue cultivada para su consumo, llegando a ser muy popular en el
pais transalpino. Pero hasta mediados del siglo XX, su cultivo no fue destinado a la
produccion en toda Europa.

1.3 Descripcién botanica y clasificacion taxonémica.

El brécoli Brassica oleraced.. spp Italica) también conocido como bréculi,
brécol, broquil (Figura 2), pertenece a la fanliassicaceaganteriormente denominada
Cruciferae (Cruciferas) (Tabla 1), debido a la forma de las flores, con 4 pétalos
diagonalmente opuestos en forma de una cruz; al igual que la col, las coles de Bruselas,

la coliflor, rdcula, los rabanos, etc.

El nombre debBrdcoli” procede del latinrachiunt que significa “rama” y hace
referencia a la forma ramificada de sus cabezuelas florales. Es muy parecida a la coliflor,
pero generalmente es de color verde y presenta pedunculos florales menos compactos,

conformando un ramillete o pella.

11
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Tabla 1.1 Clasificacion taxondmica

Subdivision: Angiospermas

Clase: Dicotiledénea

Orden: Brasicales

Familia: Brasicaceas

Género: Brassica

Especie: Oleracea

Variedad: Italica

Nombre trinomial: Brassica oleraced. var. Italica

Fuente: Hasperué, 2012

La raiz del brocoli es pivotante con raices secundarias y superficiales. Esta planta
posee abundantes floretes carnosos, dispuestos en forma de arbol, sobre las ramas que
nacen de un grueso tallo comestible. La unién de los floretes da lugar a la formacion de
la pella, que se encuentra rodeada de hojas. Las hojas del brécoli permanecen erguidas y
son onduladas con peciolos alargados, limbo foliar lobulado de color verde grisaceo, y
con lébulos profundos, asi como nervaduras marcadas, blancas. Las pellas de brécoli son
verdes, su tamafio es menor que en las coles o coliflores y con la superficie mas granulada.
Constituyen conglomerados parciales mas o0 menos conicos que suelen terminar en este
tipo de formacion en el apice y en bastantes casos muy marcada. La pella del brécoli se
puede llegar a desarrollar hasta 20 centimetros de diametro, y alcanzar 2 kg. Las flores
del brécoli son pequefias, de color amarillo y en forma de cruz. El fruto es una silicua de
valvas ligeramente convexas con un unico nervio longitudinal. Produce abundantes

semillas redondas y de color rosaceo. (Figura 1.2). (Rodriguez, 2013)

12
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Flores unidas a los pedunculos

mediante pedicelos

Pedulnculos

Figura 1.2. Brécoli Brassica oleracea var. Italica).

1.4 Fases y requerimientos del cultivo
En el desarrollo del brécoli se pueden considerar las siguientes fases:

* De crecimiento:la planta desarrolla solamente hojas.

» De induccion floral: el brocoli se cultiva principalmente durante las
estaciones de otoiio e invierno debido a la necesidad de temperaturas entre
10y 17°C, para inducir la floracién, pero siguen brotandia$ de tamario
mas pequefo que en la fase de crecimiento (Jiang, et al., 2011).

» De formacion de pellasse desarrolla una pella en la yema terminal de la
planta y, al mismo tiempo, en las yemas axilares de las hojas comienza la
fase de induccion floral con la formacion de nuevas pellas, que seran
bastante mas pequefas que la pella pringifzeperué, 2012).

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

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

13
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El cultivo del brocoli requiere menos riego que otros vegetales, ya que se produce
durante la temporada lluviosa del afio, lo cual es particularmente importante en zonas con
recursos hidricos limitados. Por tanto, la resistencia del cultivo a temperaturas
relativamente bajas y a la sequia, asi como a la salinidad, convierte al brdcoli en una

hortaliza de gran interés cientifico y socio-economico (Rodriguez, 2013).

1.5 IMPORTANCIA ECONOMICA

La demanda de este producto se ha incrementado en los ultimos afios,
principalmente por su gran cantidad de atributos nutritivos con potentes propiedades anti-
cancerigenas. Es sin duda el continente asiatico el mayor productor, situandose con el

82,7% de la produccion mundial (Figura 1.3)

Africa

}K

|
A

X

0.9 %

Europa/’\

14.3 %

Oceania}

Ameéricas
5%

Asia
78 %

Figura 1.2 Produccion de brécoli por continentes.

Fuente: FAO, 2013

1.5.1 Producciéon Mundial

Debido al incremento en la demanda mundial por sus grandes e interesantes
propiedades, la produccion del brécoli, entre el afio 2000 al 2013, registré un crecimiento

del 48 %, pasando de 15 millones de toneladas producidas en el afio 2000 a 22,23 millones
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de toneladas en el 2013; presentando asi, una tendencia positiva en este periodo de tiempo
(FAO, 2013). Espafa es uno de los principales productores de coliflor y brécoli en todo

el mundo, ocupando el tercer puesto por detras de China e India. Los dos primeros paises
lideraron la produccion, sumando entre ellos mas del 76 % de la producciéon mundial
(Figura 1.4) (FAO, 2013).
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Figura 1.4 Produccion de Coliflor y brocoli en el mundo.

Fuente: FAO, 2013 (Elaboracion propia)

1.5.2 Produccién en la Unién Europea

En la actualidad, su cultivo se extiende por Europa, siendo Espafia el mayor
productor, con casi 541 000 toneladas en 2013 (Figura 1.5), seguida muy de cerca por
Italia y Francia (FAO, 2013).
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Producciéon en Europa
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Figura 1.E. Produccion de coliflor y brécoli en la Union Europea.

Fuente: FAO, 2013 (Elaboracion propia)

1.5.3 Produccion en Espafia

En los ultimos afios el bracoli es el cultivo horticola que mas ha crecido en Espafia,
pasando de ser un desconocido a ser la hortaliza con una mayor tasa de crecimiento. La
gran mayoria de la produccion de brocoli se destina a la exportacion, siendo todavia muy

bajo su consumo interno.
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Produccion en Espafia
250000

200000

< 150000
he]
<
[}
2 100000
o
|_
0w
O . .
R. de Navarra  Andalucia = Valencia Castilla- Extrem.
Murcia La
Mancha
= Produccion (T) 213366 63480 46226 44045 30866 29946

Figura 1.6. Produccion de brécoli en Espafia. Fuente: MAGRAMA, 2014

(Elaboracién propia)

En nuestro pais el cultivo de brécoli adquiere especial importancia en la zona
levantina y sureste esparfiol, desde donde se distribuye al resto de la peninsula y al
extranjero. El clima templado mediterraneo resulta 6ptimo para su cultivo, y en la
actualidad, con la introduccion de nuevas variedades, se persigue poder producir brécoli

todo el afio.

La Region de Murcia es la principal zona productora de Espafia, con 213366
toneladas en 2014 (Figura 1.6), de las cuales se exporta alrededor del 90 9%,
principalmente a Europa. En concreto, el Valle del Guadalentin centraliza la parte mas

importante de la produccion, comercializacion y envasado de brocoli de Espafia.

1.6 PARAMETROS DE CALIDAD DEL BROCOLI

Cuando hablamos de productos hortofruticolas, este concepto esta relacionado
con el grado de excelencia y ausencia de defectos de un producto fresco, lo cual implica

una serie de atributos sensoriales (apariencia, color, firmeza, sabor y aroma) nutritivos

17
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y funcionales como vitaminas (C y E), carotenoides y compuestos fendlicos (Abbott,
1999).

El brocoli Brassica oleracea L. ssfialica) es un vegetal muy popular debido a
su color verde y alto valor de los nutrientes. Se ha sugerido que el brécoli es rico en
proteinas, vitaminas, compuestos fendlicos, glucosinolatos y sulforafano, que son mucho

mas alto que otras verduras verdes (Martinez-Villaluenga, et al., 2008).

Para el brocoli los indices de calidad de cosecha o madurez estan basados en el
tamafio y apariencia de la pella (inflorescencia principal), que debe presentar un diametro
y grado de compactacion adecuado, con todos los floretes cerrados y de color oscuro-
brillante, la pella o cabeza debe ser regular y compacta (firme a la presion de la mano).
El tallo bien cortado y de la longitud requerida (Fernandez-Leén, 2012). Ademas, no debe
tener ningun florete amarillo ni tonalidades pardas en las partes del tallo (Cantwell y
Suslow, 2005), con ausencia de tronco o tallo hueco. El color amarillo de verduras de
color verde durante el almacenamiento se considera normalmente, ser las principales
consecuencias de la degradacion de la clorofila (Jin, et al., 2015). El color verde de broécoli
es un factor importante en la calidad comercial, su pérdida refleja su deterioro. El
principal problema en el brécoli que se almacena a temperatura ambiente es la

senescenciay rapido amarillamiento, lo que reduce su calidad comercial (Jia, et al., 2009).

Las pérdidas en calidad y cantidad entre la cosecha y el consumo pueden oscilar
entre el 5y el 25% en paises desarrollados, y entre el 20 y el 50% en paises en desarrollo,
dependiendo del producto, la variedad y las condiciones de manejo (Kader, 2007). Para
reducir estas pérdidas, se debe tener en cuenta que los factores bioldgicos y ambientales
unidos a las desigualdades morfolégicas (raices, tallos, hojas, frutos, etc.) son los

responsables de la senescencia de los productos hortofruticolas en post-cosecha.

Durante el almacenamiento, los productos hortofruticolas continGan respirando,
consumiendo nutrientes y obteniendo la energia necesaria para su metabolismo. Ademas,
también contintan respirando, por lo tanto, pierden agua rapidamente y se deshidratan,
originando pérdidas en la apariencia, en la calidad de la textura, asi como en su valor

nutricional (Cappellini y Ceponis, 1984).
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El etileno juega también un papel muy importante, ya que es una fitohormona que
regula muchos aspectos del crecimiento, desarrollo y senescencia. El brocoli posee muy
baja produccién (menos de 0.1 pL/kg x h a 20 °C), pero es muy sensible a (menos de 0.1
ppm),siendo el amarillamiento de los floretes el sintoma mas comun del contacto con
etileno (Lipton, 1987). Ademas, estan los cambios que se producen en la pigmentacion,
cambios en carbohidratos, degradacion de pectina, incremento del contenido de lignina,
cambios en los acidos organicos, proteinas, aminoacidos y lipidos que pueden influir en
la calidad durante la postcosecha (Fernandez-Ledn, 2012). El desarrollo y evolucién de
los compuestos fendlicos, evolucion de los carotenoides, algunos son precursores de la
vitamina A. Los niveles de glucosinolatos también disminuyen durante el
almacenamiento y por tanto, su pérdida afectaria la calidad, valor nutricional y funcional
de los productos (Dixon, 2001; Jones, et al., 2006).

Varias técnicas han sido ampliamente investigados para extender la vida util y
mejorar la calidad visual o nutricional en el brécoli, tales como el uso de envases de
atmosferas modificadas, 1-metilciclopropeno (1-MCP), irradiacion UV-C, el tratamiento
6-bencilaminopurina, aplicacién de ceras y otras cubiertas superficiales o envolturas de
plastico, o por el control del medio ambiente en el almacenamiento, como por ejemplo,
mantener una humedad relativa alta y controlar la circulacion del aire, entre otras ( Costa,
2006; Xu, et al, 2012; Yuan, et al., 2010; Kader, 1992).

Dentro de las técnicas para conservar la vida util del brécoli estq el
almacenamiento en frio, es una de las mas importantes en el mantenimiento de la calidad
de frutas y hortalizas. El efecto de las bajas temperaturas ralentiza el metabolismo post-
cosecha de frutas y hortalizas, disminuye la transpiracion, reduce la incidencia de
podredumbres debidas a patdgenos y aumenta la resistencia a dafios mecéanicos. Por otra
parte, disminuye también la sintesis de etileno y mas aun, baja la sensibilidad de los
tejidos vegetales a esta hormona (Wills, et al., 2001; Génard y Gouble, 2005). El frio
también protege atributos de calidad como la textura, la calidad nutricional, aromay sabor
(Paull, 1999). No obstante, la temperatura de almacenamiento difiere incluso entre
variedades del mismo producto (Collins y Tisdell, 1995; Miccolis y Saltveit, 1995). La
temperatura Optima de almacenamiento para el brocoli esta entre 0 y 5 °C, pudiéndose

almacenar asi durante unos 14 dias (Cantwell y Suslow, 2005).
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Asi mismo, King y Morris (1994) demostraron que el brécoli es muy perecedero,
y tiene una capacidad de almacenamiento maxima de tres dias a 20 °C. La atmosfera
modificada (AM), se define como el envasado de un producto perecedero en una
atmosfera que ha sido modificada logrando una composicion diferente a la del-aire (Al
Ati y Hotchkiss, 2003). Se diferencia de las atm@sfeontroladas (AC) en que en éstas
altimas la composicion del gas que rodea el producip@y CCO; principalmente) es
mantenido en un valor fijo mediante monitoreo y adicion de gases, mientras que en AM
la composicion de la atmosfera de almacenamiento no esta estrictamente controlada
(RodriguezAguilera y Oliveira, 2009). La atmosfera dentro dglvase se puede
modificar pasivamente por la respiracion del producto y la permeabilidad selectiva a los
gases del film que lo rodea.

La variacion en el cambio y la composicion final de los gases en el envase depende
tanto del producto como de la permeabilidad del material de envasado. Esta técnica de
AM tiene la desventaja de que puede requerir un periodo largo de tiempo de
almacenamiento para alcanzar la composicién 6ptima del gas, lo que puede acarrear
problemas importantes en productos con vida util relativamente corta. Para superar ese
problema puede realizarse una modificacion activa de la atmdsfera, generando un vacio
e inyectando la mezcla de gas deseada en el envase. La desventaja de la AM activa
respecto de la AM pasiva son los altos costos en equipos y gases. Por su efectividad en el
mantenimiento de los atributos de calidad del producto y sus menores costos, el empleo
de las atmosferas modificadas ha crecido en las Gltimas décadas (Tirk y Ozcurt, 1994;
RojasGrad, et al., 2009).

Cantwell y Suslow (2005) manifestaron que la vida util del brocoli pueda verse
favorecida en atmosferas que contengan 1-2%6dD 5-10% C@en un intervalo de
temperatura de 0-5 °C. Las fluctuaciones de temperatura durante el manejo comercial
hacen que las concentraciones dg GO, no sean las idoneas y pueden llegar a provocar
el desarrollo de compuestos volatiles azufrados de olor desagradable. Para evitarlo, se
recomienda un recambio de aire en los contenedores en los que se transporta o almacena
el brocoli. La mayoria de los envases con atmoésfera modificada para brécoli estan
disefiados para mantener concentraciones de 3-10% payad® 5-10% para CO

concentraciones que evitarian el desarrollo de estos volatiles de olores indeseables.
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1.7 PROPIEDADES NUTRITIVAS

El brocoli es una fuente rica de vitaminas A, C, E, B1, K y folatos (Moreno, et al.,
2006) que confieren propiedades antioxidantes y colaboran en la formacion de glébulos
rojos y blancos. Por estas y otras propiedades, el brocoli es un reconocido vegetal
promotor de la salud, conocido como la hortaliza con mayor valor nutritivo en relacion al
porcentaje de peso de producto comestible (Pascual, 1994). Esta compuesto
principalmente por agua y tiene un alto contenido en fibra (Tabla 1.2), por esta razon, el
aporte de calorias a nuestro organismo tras su ingesta es minimo, por lo que se recomienda

en dietas de control de peso.

Ademas de los componentes mayoritarios, entre los minerales del brécoli destaca
el potasio, aunque cuenta también con cantidades especificas de calcio, zinc, yodo, hierro
y magnesio (Rodriguez, 2013).

Tabla 1.2 Composicion g/kg de peso seco (a excepcion de la humedad) de

inflorescenciasle brécoli.

Humedad 907 +2.7
Proteinas 226 + 8.7
Lipidos 27+£0.2
Ceniza 110+ 2.3
Los hidratos de carbono 125+ 0.0
Fibra insoluble 508 £ 0.2
Fibra soluble 4+0.0
Fibra total 512 +2.2

Fuente: Ramos dos Reis, 2015
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1.8 PARAMETROS DE CALIDAD FUNCIONAL

Diversos estudios han confirmado que un consumo habitual de hortalizas de la
familia de laBrassicascontribuye a la disminucién del riesgo de padecer diferentes tipos
de cancer (Vallejo, et al., 2002). Entre los compuestos biolégicamente activos del brécoli
cabe destacar a los glucosinolatos (Finley et al., 2001; Keck y Finley, 2004) y los
compuestos fendlicos (flavonoides y acidos hidroxicinamicos) (Podsedek, 2007), ademas
de otros nutrientes como carotenoides (LOpez-Berenguer, et al., 2009), fibra y elementos
minerales esenciales para la salud (Moreno, et al., 2006). Ademas poseen vitamina C y
clorofilas, cuya actividad es sinérgica y actuan reduciendo el nivel de las especies
reactivas de oxigeno (Podsedek, 2007). Son por tanto, compuestos con actividad

antioxidante.

Cabe resaltar que el tipo de cultivar, las condiciones de cultivo, el estado de
maduracién y cosecha, asi como las condiciones post-cosecha influyen en la variacion
del contenido de compuestos funcionales, asi como de la capacidad antioxidante de las
BrassicaqJeffery, et al., 2003; Vallejo et al., 2002).

1.9 DETERMINACIONES DE COMPUESTOS FUNCIONALES

Es recomendable determinar el potencial antioxidante durante la vida util para

poder terminar la disminucién de la calidad funcional y la proteccion frente a la oxidacion.

1.9.1 Compuestos fendlicoSon unos de los principales metabolitos secundarios
de las plantas, biosintetizados en las plantas, en las que desarrollan diversas funciones,
como la proteccion frente a condiciones externas (Buchanan, et al., 2000). Se encuentran
en casi todos los alimentos de origen vegetal aportando color, sabor amargo, astringencia
y/o aroma, siendo su distribucién muy diversa dentro de las plantas (hojas, flores, frutos,
semillas, tallos, raices) (Androtopoulos, et al., 2010). Algunos de ellos han mostrado
propiedades saludables (Prasain, et al., 2010). Los compuestos fendlicos, especialmente
los flavonoides, poseen diferente actividad bioldgica, pero las mas importantes son la

actividad antioxidante y el efecto inhibidor de varias clases de tumores (Czeczot, 2000).
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Se piensa que pueden contribuir a la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
cancer, osteoporosis, asi como en la prevencion de enfermedades neurodegenerativas y
de diabetes mellitus, aunque el mecanismo de actuacién no se ha esclarecido (Scalbert, et
al., 2005; Halliwell, et al., 2008).

Compuestos fenolicos

v v
No flavonoides Flavonoides
v v
e Fenoles no carboxilicos. e Antocianos o antocianinas.
e Acidos fendlicos: derivados * Flavanoles (flavan-3-oles).
del acido benzoico y del acido * Flavanonas.
cinamico. e Flavonoles.
e Estilbenos. e Flavonas.

e [soflavonoides.
e Chalconas.

Figura 1.7. Clasificacion de los compuestos fendélicos, segun su estructura quimica.
(Adaptado de Gimeno, 2004)

Uno de los métodos para medir el contenido en polifenoles es el ensayo de Folin-
Ciocalteu (Singleton, et al., 1999), se basa en la transferencia de electrones desde
compuestos fendlicos hacia complejos de acidos fosfomolibdicos/fosfotungsticos, que al
reducirse generan un compuesto coloreado que se cuantifica espectrofotométricamente a
760 nm. La reaccion ocurre en un medio alcalino para facilitar la extraccion de un electrén
del fenolato. Aunque la reaccién de transferencia de electrones no es especifica de los
compuestos fendlicos, el proceso de extraccién desde el tejido elimina el 85% del acido
ascorbico y otros compuestos que causan interferencias. En esta reaccion el reactivo de
Folin-Ciocalteu, inicialmente de color amarillo, se reduce por la accion de los compuestos
fendlicos que son antioxidantes, pasando a color azul, permitiendo asi su determinacién
espectrofotométrica, de manera que a mayor coloracién azul mayor es la concentracion

de los fenoles (Hasperué, 2012).
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1.9.2 Carotenoides:Pertenecen a la familia de los terpenos, se encuentran
presentes en muchas frutas y verduras como pigmentos de color amarillo, naranja y rojo.
Algunos carotenoides son precursores de la vitamina A y por tanto, su pérdida afectaria
al valor nutricional y funcional del producto (Podsedek, 2007). Los carotenoides también
intervienen especialmente en la proteccion contra la foto-oxidacion, ya que en su
estructura quimica poseen dobles enlaces conjugados, los cuales hacen que sean
captadores de radicales, aportandoles efectos antioxidantes, como son la proteccion
cardiovascular y antitumoral (Podsedek, 2007) una vez que son consumidos. Por esto, los
carotenoides juegan un papel importante en la salud humana actuando como antioxidantes
bioldgicos, protegiendo a las células y tejidos del dafio provocado por los radicales libres

y del oxigeno singlete (Van den Berg, et al., 2000).

En el génerd®rassica, ep-caroteno y la luteina, son los principales caratiso
Como todos los carotenoides, forman parte de la fraccion lipidica de los sistemas
bioldgicos, protegiendo a las membranas de los radicales libres (Fernandez-Ledn, 2013).
Tienen un efecto muy importante sobre la vista, puesto queagbfeno es precursor de
la vitamina A, y la luteina se encuentra especificamente en la macula y la lente del ojo,
reduciendo el riesgo de enfermedades oculares graves, tales como la degeneracion

macular relacionada con la edad y las cataratas (Bone, et al., 1997; Singh, et al., 2006).

Las concentraciones dgcaroteno en los alimentos, se pueden determinar
mediante la Ley de Lambert Beer. Esta ley expresada en relacion entre la absorbancia de
luz monocromética (de longitud de onda fija) y la concentracién de un croméforo en
solucion. La absorbancia de una solucibn es directamente proporcional a su
concentracion: a mayor numero de moléculas mayor interaccion de la luz con ellas,
también depende de la distancia que recorre la luz por la solucién a igual concentracion,
cuanto mayor distancia recorre la luz por la muestra, mas moléculas se encontraran y por
ultimo depende dg una constante de proporcionalidad (coeficientexdieacion), que es
especifica de cada cromoforo. Como A es adimensional, las dimensiones de ¢, dependen
de las de c (concentracion) y e (espesor de la cubeta). La segunda magnitud (e), se expresa
siempre en cm, mientras que la primera (c) se hace siempre en M, con lo que las
dimensiones de resultan ser M * cmt, Este coeficiente asi expresado, se denomina

coeficiente de extincion molatN]).
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1.9.3 Clorofila: La clorofila es una biomolécula extremadamente importante en
la fotosintesis, proceso que permite a las plantas absorber energia a partir de la luz solar.
Los dos tipos principales de clorofilas son la clorofila A y la clorofila B, que difieren
solamente en la presencia de un grupo metilo (clorofila A) o un grupo formilo (clorofila
B) en el anillo Il. Las clorofilas son compuestos altamente fotoactivos que deben
permanecer en un entorno tilacoidal adecuado para no diseminar desorganizadamente la
energia que absorben de la luz. Durante la senescencia se produce el desmantelamiento y
desestructuracion de las membranas tilacoidales, que liberan la clorofila. Teniendo en
cuenta que el metabolismo se reorienta hacia el reciclado de nutrientes, es esencial que el
tejido se mantenga vital. Por lo tanto, la clorofila debe ser rapidamente degradada para

evitar que dafe irreversiblemente las estructuras residuales (Matile, et al., 1999).

La senescencia que sufren los vegetales verdes después de la recoleccion, asi
como la marchitez de las hojas esta correlacionada con la descomposicion de las clorofilas
(Deschene, et al.,, 1991; Zhuang, et al., 1995). Hasperué, (2012) encontr0 ademas
diferencias en la coloracion superficial en brocolis cosechados en diferentes momentos
del dia. Lai et al. (1980) demostraron que existia una relacion entre la actividad
antimutagénica, antioxidante y el contenido en clorofilas en varios extractos vegetales

(cebollas, melocotones, uvas, frambuesas).

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar
la concentracién de un compuesto en solucidn. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa
por una solucion y medir la cantidad de luz absorbida por la misma, entre ellos esté el
método colorimetro de (Singh, 1977), modificado por (Nath, et al., 2011).
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1.9.4 Métodos para medir la capacidad antioxidante

Estudios cientificos han llegado a la conclusiéon que el uso de un solo método para
medir la capacidad antioxidante en alimentos, no es recomendable, puesto que el uso de
varios métodos puede arrojar resultados diferentes como los que se detallan a

continuacion (Heo, et al., 2007; Robles-Sanchez, et al., 2009).

El método radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, también conocido como
(DPPH), mide la capacidad antioxidambediante la utilizacion del radical libre DPPH
(Brand-Williams, et al., 1995). Este radical tiene un electron desapareado y es de color
azulvioleta, con una banda de absorcion a 515 nm la @esdparece la reduccion
provocada por algun compuesto antioxidante, decolordndose hacia amarillo palido. El

método DPPH es mas sensibles a los compuestos hidrofilos (Bachiega, et al., 2016).

El radical ABTS', acido (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), es de
color verde azulado, se mide espectrofotométricamente a 734nm (Re et al., 1999). El
presente método es capaz de medir tanto compuestos lipofilicos como hidrofilicos
(Bachiega, et al., 2016).

El método FRAP, se basa en la transferencia de electrones, mientras que otros
métodos se fundamentan en la captura de electrones. Es un método estable y facil de
reproducir (Bachiega, et al., 2016). Determina la capacidad antioxidante de forma
indirecta. Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para redticir el Fe
Fe* que es menos antioxidante. El complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
incoloro es reducido al complejo ferroso coloreado. Se trata de un método
espectrofotométrico ya que se mide la absorbancia &el&s#, cuanto mas antioxidante
es la sustancia objeto de estudio, mayor es la reduccién y mayor la concentracién de Fe
y mas alta la sefial de absorbancia. EI complejo va a poder ser reducido por productos con
potenciales redox menores a 0.7 V (potencial redox dél-FBTZ) (Benzic y Strain,

1996).
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El objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado consistié en evaluar el efecto
del envasado y almacenamiento refrigerado sobre la calidad funcional del brécoli durante
21 dias a 0 °C. Para la consecucion del objetivo principal del presente trabajo, se han

puesto a punto los siguientes métodos:

» Determinacién del contenido de polifenoles totales:
o Metodo Folin-Ciocalteau.

» Determinacion del contenido en carotenos

» Determinacion del contenido en clorofila

» Determinacion de la capacidad antioxidante total:
o Método DPPH.
o Meétodo ABTS.
o Meétodo FRAP.



3. MATERIALES Y METODOS
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PLANIFICACION DEL DISENO EXPERIMENTAL

RECOLECCION DEL BROCOLI

v

LIMPIEZA Y DESTRIO

v

SELECCION DE PELLAS

¥

v

[ TRANSPORTE AL LABORATORIO ]

(Con hielo)

v

~
[ CONSERVACION EN CAMARA

(T: 0°C)

A

DETERMINACIONES ANALITICAS

!

La planificaciéon del trabajo se llevd a cabo segimsestra en la figura 3.1.
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3.2 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El brécoli Brassica oleraced.. var Italica cv. Parthenon) fue proporcionado
amablemente por la empresa Guiralber fruit S.L. Se seleccionaron 60 pellas con las
mismas caracteristicas: compactas al tacto, con todos los floretes cerrados y de color
verde oscuro brillante. Una vez seleccionadas se dividieron aleatoriamente en dos grupos
de 30 pellas cada uno y se sometieron a los siguientes tratamientos: Grupo control
envasados sin filmar y grupo envasados con film: las cabezas de brécoli fueron filmadas
por la empresa con un film retractil de poliolefina multicapa compuesta por Polietileno U
Polipropileno de 25 um de espesor (Figura 3.2.b), para crear la atmosfera modificada. A
continuacion, los brocolis se colocaron en hielo y se llevaron al laboratorio dentro de las
primeras 24 h de la cosecha. Todas las cabezas de brécoli se almacenaron en las mismas
condiciones: 0 + 1°C y en oscuridad durante 21 dias. El estudio se llevé a cabo durante
los dias 1, 8, 15 y 21. Para realizar todas las determinaciones analiticas durante los
muestreos, se utiliz6 muestras de brocoli en fresco, escogiendo 5 pellas de brécoli al azar
para cada tratamiento. En el muestreo se sacé los floretes de los brécolis, se utilizé la
mitad de cada uno, se homogeneizd con una batidora (Braum Multiquick 3 MR 320,
Omelette) (figura 3.8), (con la finalidad de que la muestra sea lo mas representativa

posible).

Figura 3.2. Brécoli.
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a) b)

Figura 3.3. @) Pella de brdcoli sin film. b) Pella de brocoli con film.

Figura 3.4. Homogeneizacion de los floretes de brocoli.

3.3 DETERMINACIONES ANALITICAS.

Las determinaciones que se realizaron fueron las siguientes:

3.3.1 Parametros funcionales

+ Polifenoles totales
« Carotenos
* Clorofila total.

* Actividad antioxidante total.
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3.4 EXTRACCIONES

3.4.1 Extracciones para polifenoles y capacidad antioxidante

La preparacion de la muestra fue la misma para la determinacion de polifenoles y
capacidad antioxidante. Muestras frescas de brocoli recién trituraras (15g) se
homogeneizaron con 15 mL de metanol: agua (90:10 v/v) en un Polytron Ultra-Turrax
T18 (Figura 3.5) durante 3 minutos. Los homogeneizados obtenidos se centrifugaron
(centrifuga mod. C30P CENTRIFUGE, B. Braun. Biotech (Figura 3.6)) durante 15
minutos a 15.000 rpm a una temperatura de 4 °C. Los sobrenadantes se almacenaron en
frascos (CR topacio 5ml) y se mantuvieron a -80 °C, hasta su posterior analisis. Todas las

extracciones se realizaron por triplicado.

3.4.2 Extraccion para carotenos

Se utilizo 15 g de muestra de brécoli se mezcld con extractante (2,5 ml de hexano,
1,25 ml de acetona y 1,25 ml de etanol); se homogenizo6 en un Polytron Ultra-Turrax T18
(Figura 3.5), durante 3 minutos; se centrifugd 20 minutos a 15.000 rpm, a una temperatura
de 4 °C. Una vez los tubos fueron sacados de la centrifuga, el sobrenadante se transfirio
a (CR topacio 5ml) debidamente rotulados, para la determinacién de carotenos. Estas

extracciones se realizaron por triplicado.

3.5 DETERMINACIONES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

3.5.1 Contenido de Polifenoles Totales

El contenido de polifenoles totales se midié6 mediante el método Claalteu
(Singleton, et al., 1999). En un tubo de ensayo, se introdujeromull@® extracto
previamente preparado junto con 5d0tampon fosfato 50 mM a pH 7.8, y 2.5 mL de

reactivo de Folin (Folin-Ciocalteu, Merk); (1:10 reactivo de folipOHlltrapura), se
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agitd y se dej6 reposar durante 2 minutos. A continuacion, se paré la reaccion adicionando
2 mL de NaCOz(75 g/L),se volvié a agitar y se introdujeron los tubos de ensayo durante

10 minutos en un bafio a 50 ° C. La absorbancia se midi6 a 760 nm, usando un
espectrofotometro UV-vis (Hewlett Packard mod. 8453) (Figura 3.7). El pyrogallol se
us6 como compuesto de referencia para realizar la recta patréon en el rango de (0.025 a
0.125 ml), la ecuacién de la recta obtenida, Y=260,75X + 0,033 £00,B966. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de Pyrogallol por 100 g de peso fresco.

Figura 3.5. Polytron Ultra-Turrax T18 Figura 3.6. Centrifuga Braun. Biotech.
modelo C30P

BRAun

Multiquick

Figura 3.7. Espectrofotometro spectronic. Figura 3.8. Batidora (Braum Multiquick 3
Modelo Helios epsilon MR 320, Omelette
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3.5.2 Actividad Antioxidante

Se utilizaron tres métodos para la determinacién de la actividad antioxidante,
segun el radical cromoéforo usado para la reacciéon. El ABa8do 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxilico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), FRAP (2, 4, 6-
tripiridil-s-triazina).

El método del radical libre DPPH, se llevd a cabo segun el método descrito por
Brand-Williams et al. (1995). Brevemente, 10 pL de extracto previamente preparado se
mezcl6 con 40 pL de MeOH y 990 pL de solucion DPPH previamente preparada (Se peso
0.0035 g de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazybg diluyo en 10 mL de metanol). La mezcla
se agitd y se dejo en oscuridad durante 30 minutos, pasado ese tiempo se ajusté la
absorbencia 1. La absorbancia se midid en un espectrofotonmétteVis spectronic a
515 nm (Helios épsilon) (figura 3.7). Se elabord una recta patron para obtener la ecuacion
de la recta que nos permitié saber la concentracion de las muestras, siendo: Y=0,3672X
+0,1037 con R= 0,9601. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Trolox

por 100 g de peso fresco.

El método FRAP y el método ABTS se realizaron de acuerdo con Benzic y Strain
(1996) vy Re et al. (1999), 10 pL de cada extracto previamente preparado se mezclaron
con 990 pL de ABTS o FRAP y se dejaron reaccionar durante 30 minutos en oscuridad.
La absorbancia se midié a 593 nm y 734 nm para el método FRAP y el método ABTS
respectivamente. Se elaboro una recta patron para cada uno de los métodos para obtener
la ecuacion de la recta, siendo: Y = 0,9933x + 0,0574 con
R2 = 0,9966 para el método FRAP y Y= 0,454x + 0,0251 con R2 = 0,9905 para el método
ABTS. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Trolox por 100 g de peso

fresco.
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3.5.3 pcarotenos

El cambio en la absorbancia se midid usando un espectrofotéhetrdis
spectronic a 515 nm (Helios épsilon) (figura 3.7). El contenido de caroteno se determind
usando la Ley de Beer-Lambert. La concentracion de caroteno se calculo utilizando el
coeficiente de extincion 2.505 dkecaroteno en hexano. El blanco era hexano. Los

resultados se expresaron como g a@fbteno / 100 g de peso fresco.

3.5.4 Clorofila total

El contenido total de la clorofila de la muestra de brocoli en base a su peso fresco,
se determin6 usando el método colorimetro de Singh (1977), con ligeras modificaciones
propuestas por Nath et al., (2011). Se utilizé 2 g de muestra de brdocoli a la cual se le
afiadié 20 ml de una mezcla de acetona: agua (80:20 v/v); se homogenizé en un Polytron
Ultra-Turrax T18 (Figura 3.5), durante 2 minutos; se centrifugd 5 minutos a 5.000 rpm a
una temperatura de 4 °C. Una vez los tubos fueron sacados de la centrifuga, el
sobrenadante se transfirido a un matraz aforado de 100 mL con ayuda de una lana de vidrio
como filtro (Glass wool washed op. Panreac). Este proceso se repitidé varias veces. A
continuacion el volumen se completd hasta 100 ml con el extractante previamente
utilizado, acetona: agua ultrapura (80:20 v/v). Las lecturas espectrofotométricas se
realizaron a 645 y 663 nm, en el espectrofotometro spectronic. Modelo Helios epsilon
(Figura 3.7.) El contenido de la clorofila total se determino con la siguiente formula.

(20:2+0D a 645 nm + 8:02+x0D a 663 nm+* V)

Clorofila total (mg=g) = 100-W

Donde, OD es la densidad oOptica, V es el volumen del extracto (ml) y W es el peso
de la muestra en (g). Los resultados fueron expresados como contenido mg de clorofila

total /gramo de peso fresco.
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Figura 3.9. Determinacion de clorofilas.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados fueron
expresados como la media + la desviacion estandar. La comparacion de medias se realizé
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y mediante la prueba de rangos multiples de
Duncan usando el software SPSS v 21.0 (SPSS Inc., Chicago-lllinois-USA). La
diferencia significativa fue establecida corpe<(0.05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 POLIFENOLES TOTALES

La figura 4.1 muestra el contenido de polifenoles totales para los brocolis filmados
y sin filmar durante 21 dias de almacenamiento. Como se puede observar, el primer dia
de almacenamiento los brécolis filmados presentaron mayor cantidad de polifenoles
totales que los brocolis sin filmar. A los 8 dias de almacenamiento refrigerado a 0 °C,
tanto los brdcolis filmados como los sin filmar, presentaron un aumento significativo en
el contenido de polifenoles totales. Este aumento en ambas muestras se podria explicar
por el estrés sufrido por la planta a causa de las lesiones causadas durante la cosecha y
post-cosecha (Yang, et al., 2011). En cambio, al final del periodo de almacenamiento, en
los brécolis filmados, se observéd un descenso en los polifenoles, presentando cantidades
de 25.39 mg/ 100 g de peso fresco y encontrandose sin diferencias significativas respecto
a las concentraciones registradas el primer dia. Los resultados obtenidos fueron similares
a los obtenidos por otros autores donde informaron que el almacenamiento de brocoli en
atmosfera modificada, presentaron pequenfas fluctuaciones a lo largo del almacenamiento
llegando a mantener los niveles iniciales de polifenoles totales (Fernandez-Ledn, et al.,
2013; Serrano, et al., 2006). Sin embargo, los brdcolis sin filmar, durante la Gltima semana
de almacenamiento presentaron una tendencia contraria a los brocolis filmados,
observandose un aumento significativo del 16 % en la concentracion de polifenoles
totales. Podsedek, 2007 justificO este aumento en polifenoles en muestras sin filmar
debido a la mayor pérdida de peso que presentaron dichas muestras frente a las muestras

filmadas, lo que conlleva a concentrar estos compuestos en las células.
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Figura 4.1. Evolucion del contenido de Polifenoles Totales en pellas de brécoli filmadas y sin
filmar durante 21 dias de almacenamiento a 0 °C. Barras con letras minusculas indican
diferencias significativas entre los diferentes dias de almacenamiento para la misma muestra
con (p<0.05).

4.2 B-caroteno

En la evolucién del contenido @ecaroteno para los brocolis filmados y sin filmar
durante 21 dias de almacenamiento (Figura 4.2), se puede observar que el primer dia de
almacenamiento, los brdcolis filmados presentaron mayor cantigadateteno que los
brocolis sin filmar. Las muestras sin filmar aumentaron significativamente durante todo
el periodo de almacenamiento a 0 °C partiendo de concentraciones de 24.68 hasta
alcanzar 36.26 mg/100 g de peso fresco a los 21 dias, lo que supone un aumento
significativo del 47%. Este aumento en el contenid@-earoteno en las muestras sin
filmar podria estar relacionado con una mayor exposicion al oxigeno durante el periodo
de almacenamiento, ya que estos compuestos protegen a las células y tejidos de los
radicales altamente oxidantes y del oxigeno singlete, mediante su actividad antioxidante
(Casierra-Posada, et al., 2012). En cambio, en las muestras filmadas solamente se registrd
un aumento durante los 8 primeros dias de almacenamiento de 28.26 a 32.74 mg/100 g

de peso fresco.
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Sin embargo, durante las dos ultimas semanas de almacenamiento, en los brécolis
filmados, se registré un descensofidebroteno, presentando cantidades de 27.31 mg/100
g de peso fresco al final del periodo de almacenamiento, encontrdndose sin diferencias
significativas respecto a las concentraciones registradas el primer dia. Para los brocolis
filmados los resultados fueron similares a los obtenidos por Garcia, et al., (2005);
Murkovic, et al., (2000) y Nath, et al., (2011), que mostraron una estabilidad del contenido
en B-caroteno de 25.6 mg / 100 g de peso fresco, duené&macenamiento. Esta
estabilidad en los niveles decaroteno puede estar relacionada con la limitadén
oxigeno atmosférico disponible para la oxidacion, por lo que las enzimas oxidantes serian

menos activas (Nath, et al., 2011).
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35 A [ Con Film
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Figura 4.2 Evolucion del contenido d&caroteno en pellas de brécoli filmadas y sin filmar

durante 21 dias de almacenamiento a 0 °C. Barras con letras minUsculas indican diferencias
significativas entre los diferentes dias de almacenamiento para la misma muestra con (p<0.05).
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4.3 CLOROFILA TOTAL

La figura 4.3 representa la evolucién en el contenido de clorofila total para los
brécolis filmados y sin filmar durante 21 dias de almacenamiento a 0 °C. Como se puede
observar, desde el primer dia de almacenamiento los brdcolis filmados presentaron
concentraciones significativamente superiores de clorofila total que los brdcolis sin
filmar. En las muestras sin filmar, la contenido de clorofila disminuy6 significativamente
durante el almacenamiento a 0 °C, partiendo de concentraciones de 0.42 hasta alcanzar
0.37 mg/ g de peso fresco a los 21 dias. Fernandez-Leon, et al.,, 2013 justificod la
degradacion de clorofila debido a los cambios de color que pueden sufrir las pellas de
brécoli (desde verde hasta amarillo). Sin embargo, el descenso del 11% registrado en el
presente estudio, no alterd la calidad visual de los brocolis sin filmar. Ademas segun otros
autores, este proceso de degradacion también podria estar relacionado con la tasa de
respiracion, produccion de etileno y procesos de peroxidacion de lipidos (King y Morris,
1994; Zhuang et al., 1995). Sin embargo, para las muestras de brdocoli filmadas, a lo largo
de todo el periodo de almacenamiento se registr6 un aumento del 30%, partiendo de
valores de 0.42 hasta alcanzar 0.55 mg/g de peso fresco a dia 21, Los resultados obtenidos
fueron similares con otros autores, que demostraron que la disminucién de la clorofila fue
menor en muestras filmadas, que en las muestras control (Ferndndez-Leo6n, 2013;
Serrano, et al., 2006). La estabilidad de la clorofila puede atribuirse a mayores
concentraciones de G@n el interior del film, debido a la acumulacién por la respiracion,

disminuyendo la senescencia del brécoli (Fernandez-Ledn, 2013).
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Figura 4.3 Evolucién del contenido de Clorofila en pellas de brécoli filmadas y sin filmar
durante 21 dias de almacenamiento a 0 °C. Barras con letras minusculas indican diferencias

significativas entre los diferentes dias de almacenamiento para la misma muestra con
(p<0.05).

4.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La tabla 4.1 presenta la evolucion de la capacidad antioxidante, utilizando
distintitos métodos, para los brocolis filmados y sin filmar durante 21 dias de
almacenamiento a 0 °C. Para las muestras sin filmar en todos los métodos de capacidad
antioxidante realizados (ABTS, DPPH y FRAP) se observo un aumento a los 8 dias de
almacenamiento respecto a los valores registrados el primer dia, dicho aumento fue
progresivo hasta obtener los mayores valores de capacidad antioxidante al final del
periodo de almacenamiento. En cambio, para las muestras filmadas, en el método ABTS
se detecté un aumentp € 0.05) de la actividad antioxidante en el octavo dia de
almacenamiento. Sin embargo, para el dia 15 y 21, dicha concentracion disminuy6
progresivamente hasta alcanzar valores de 100.10 mg equivalentes de Trolox/ 100 g de
peso fresco, al final del periodo de almacenamiento. Para el método DPPH, se observo
un descenso estadisticamente significativo de la concentracion de la capacidad
antioxidante durante todo el periodo de almacenamiento partiendo de 62.25 hasta 34.47
mg equivalentes de Trolox / 100 g de peso fresco. Para el ensayo de FRAP, se observé

un aumento la concentracion de la capacidad antioxidante a lo largo del almacenamiento,
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partiendo de valores de 142.74 hasta 187.64 mg equivalentes de Trolox / 100 g de peso
fresco.

En el presente estudio, la concentracion de la capacidad antioxidante aumento en
todos los ensayos utilizados: ABTS, DPPH y FRAP para las muestras sin filmar. Por el
contrario para las muestras filmadas se observé una disminucion de la capacidad
antioxidante. Los resultados obtenidos para las muestras filmadas durante el
almacenamiento fueron comparables a los de Fernandez-Leon, et al. (2012), que
observaron una disminucidén de la capacidad antioxidante, de brécoli conservado en
atmosfera modificada a 5 °C. En contraste, Leja et al. (2001) observaron un aumento de
la capacidad antioxidante del brécoli durante 21 dias de almacenamiento a 5 °C, tanto en
muestras sin envasar como para las envasadas en peliculas poliméricas. Segun Nath, et
al., (2011) el aumento de la capacidad antioxidante durante el almacenamiento en
muestras de brocoli envasadas, puede deberse a que el oxigeno atmosférico disponible es
limitado. Serrano et al., (2006), revelaron una disminucion del 50%, de la actividad

antioxidante y compuestos fenolicos, en brdcoli sin envasar almacenados a 1 ° C, durante

20 dias, mientras que en brocolis envasados en bolsas micro-perforadas y no
perforadas, lograron mantener los valores de la capacidad antioxidante y los compuestos

fendlicos.
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Tabla 4.1 Capacidad antioxidante del brocoli

Dias Sin Film Filmadas
mg equivalentes de Trolox/ 100 g de peso fresco

1 109.94 + 3.00 118.60 + 1.2
8 128.29 +2.43 152.67 + 4.28
ABTS 15 141.95 +2.93 128.73 £ 4.16
21 139.16 + 4.04 100.10 + 3.53

1 39.56 + 2.46 62.25 + 1.44

DPPH 8 45.91 + 0.54 57.35+2.72
15 46.27 + 3.8% 49.18 +2.18

21 55.90 + 3.7F 34.47+ 2.5
1 130.53 +2.37 142.74 + 1.58
FRAP 8 136.03 + 1.2F 165.96 + 1.96
15 145.56 + 2.44 123.55 + 1.8F
21 192.88 +5.Z 187.64 + 1.96'

Tabla 4.1. Media de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras minusculas indican
diferencias significativas entre los diferentes dias de almacenamiento para la misma
muestra con (p<0.05).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los diferentes compuestos
bioactivos analizados frente a los diferentes métodos de capacidad antioxidante a lo largo
del periodo de almacenamiento, tanto en las muestras flmadas como sin filmar se obtuvo
un alto coeficiente de correlacion de Pearson’s entre la capacidad antioxidante total y los
polifenoles totales $-caroteno (& 0.8). Esto resultados se asemejan a los encontrados
por Kahkonen, et al., (1999) y Serrano et al., (2006), que sugieren que los compuestos
fendlicos totales, son los principales contribuyentes a la mayor capacidad antioxidante en

brécoli (r = 0.93), frente a otros compuestos (Vinson, et al., 1995).
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio, mostraron que el uso del film para
almacenar las muestras de brocoli cv. Parthenon fue un buen método de conservacion
para mantener las propiedades funcionales y calidad visual durante el durante 21 dias
almacenamiento a 0 ° C, ya que mantiene sin cambios significativos polifenoles totales,
B-caroteno, clorofila total y capacidad antioxidatdal. En cambio, las muestras de
brécoli almacenadas sin filmar, presentaron un aumento en las concentraciones de
polifenoles totalesf-caroteno y capacidad antioxidante, en cambio serebsuna
disminucién en el contenido en clorofila que no llegdé a afectar al aspecto visual de las

pellas de brdcoli.

Estos resultados demuestran que ambos métodos de conservacion son validos para

la conservacion de las propiedades funcionales en el brocoli durante 21 dias a 0 °C.
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