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RESUMEN

Los consumidores se concientizaron de la importancia del consumo de brécoli por su contenido de
compuestos beneficiosos para la salud. La radiacion UV-B puede emplearse para lograr la acumulacion de
estos compuestos. El objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion de distintas dosis e intensidades de
radiacion UV-B, sobre los compuestos bioactivos de brocoli minimamente procesado a tiempos cortos post-
tratamiento. Las inflorescencias se irradiaron empleando dosis de 2 y 12 kJ/m? a intensidades baja (3,2
W/m?) y alta (5,0 W/m?). Los controles no fueron irradiados. Se determind el color, la capacidad
antioxidante, contenido de fenoles totales y glucosinolatos a 0, 2, 6 y 18 h post-tratamiento. Los brocolis
tratados con UV-B mantuvieron el color y no mostraron variaciéon para Hue, L* y b*. Se observd una
disminucion inicial de los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante para luego aumentar hasta alcanzar
el maximo valor a las 6 h. Los tratados con 2 kJ/m? y la mayor intensidad acumularon un 30% mas de
antioxidantes que los controles. Los glucosinolatos alifaticos presentaron mayor respuesta a la exposicion
UV-B. Los resultados muestran que tratamientos de luz UV-B de alta intensidad logran una rapida respuesta
aumentando los compuestos bioactivos de brocoli minimamente procesado.
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ABSTRACT

Consumers became aware of the importance of eating broccoli for its content of compounds beneficial to
health. UV-B can be used to achieve the accumulation of these compounds. The objective was to evaluate
the effect of the application of different doses and intensities of UV-B radiation on minimally processed
broccoli to short post-treatment times on bioactive compounds. The inflorescences were irradiated using
doses of 2 and 12 kJ/m? at low (3.2 W/m?) and high (5.0 W/m?) intensities. The controls were not irradiated.
Color, antioxidant capacity, total phenolic content and glucosinolates to 0, 2, 6 and 18 h post-treatment was
determined. Broccoli treated with UV-B kept the color and showed no variation for Hue, L* and b*. An
initial decrease of antioxidant capacity and phenolics and a subsequent recovery was observed reaching a
maximum at 6 h. Those treated with 2 kJ / m? and higher intensity accumulated 30% more antioxidants than
controls. Aliphatic glucosinolates had a higher response to UV-B exposure. The results show that treatment
of UV-B high intensity achieve a quick response by increasing minimally processed broccoli bioactive
compounds.
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INTRODUCCION

En los tultimos afios, los consumidores se concientizaron de la importancia de consumir vegetales de la
familia Brassicaceae ya que estos vegetales poseen alto contenido de vitaminas (C y E) y compuestos
bioactivos (carotenoides, flavonoides, glucosinolatos). Se recomienda su consumo en fresco como una fuente
para aumentar la ingesta diaria de sustancias promotoras de la salud (Schreiner 2009).

La aplicacion de radiacion UV es una tecnoldgica limpia, seca y de bajo costo (Civello et al. 2006). Pueden
diferenciarse las radiaciones UV-C (200 a 280 nm), UV-B (280 a 320 nm) y UV-A (320 a 400 nm). Diversos
estudios han observado que la exposicion a los distintos tipos de luz UV causa respuestas diferentes en frutas

y vegetales. La radiacion UV-C es la mas conocida y se emplea por su gran efecto germicida. Se conoce que

la radiaciéon UV-B, en bajos niveles, es un regulador importante del metabolismo secundario de las plantas
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produciendo la acumulacion entre otros, de compuestos fenolicos, carotenoides y glucosinolatos (Schreiner
et al. 2009) por lo que se ha empleado como tecnologia emergente en postcosecha de vegetales y frutas,
incrementando el contenido de compuestos bioactivos, mejorando la calidad nutracéutica.(Castagna et al.
2014, Eichholz et al. 2011, Avena-Bustillos et al. 2012, Hagen et al. 2007).

No ha sido reportado en brécoli la influencia de la radiacion UV-B sobre el comportamiento de los
antioxidantes en tiempos cortos post irradiacion, trabajos previos mostraron que la radiacion UV-B retraso la
degradacion de clorofila en inflorescencias tratadas con 8,8 y 13,1 kJ/m? almacenadas a 15°C (Aiamla-or et
al. 2010). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de distintas dosis e intensidades de
radiacion UV-B, sobre los compuestos bioactivos de brocoli minimamente procesado a tiempos cortos post-
tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y almacenamiento

Se trabajo con cabezas de brocoli (Brassica oleracea L.) cortadas en ramilletes y colocadas en bandejas de
plastico, irradiadas con luz UV-B y luego recubiertas con film PVC perforado, almacenadas a 20°C durante
0, 2, 6, 18 h. Los respectivos controles no fueron irradiados. Se realizaron 4 repeticiones (bandejas) para
cada tratamiento en dos cosechas diferentes.

Tratamiento UV-B

Se empled un banco de ldmparas UV-B conteniendo 4 tubos (QFS-40 Philips) con encendido independiente
y un estante de altura regulable para las muestras. Se ensayaron intensidades: I) Baja (3,2 W/m?, 2 lamparas,
30 ¢cm) con dosis de 2 kJ/m? (B2) y 12 kJ/m? (B12) y II) Alta (5 W/m?, 4 lamparas, 15 cm) con dosis de 2
kJ/m?(A2) y 12 kJ/m? (A12) que fueron medidas con un radiometro (UVITEC, RX-003, France), los tiempos
de exposicion de cada tratamiento se muestran en la Tabla 1.

Una vez que se obtuvo la mejor condicion para la obtencion de la capacidad antioxidante mas alta (6 h), las
muestras de brécoli se almacenaron en un congelador comercial a -18°C durante 30 dias para determinar la
estabilidad de los compuestos bioactivos inducidos después del almacenamiento congelado. Pasados los 30
dias se evaluo la capacidad antioxidante.

Los tiempos necesarios para alcanzar las distintas dosis se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Tiempos de exposicion de luz UV-B a dosis 2 y 12 kJ/m? ¢ intensidades bajas(3,2 W/m?, 2

lamparas, 30 cm) y alta (5 W/m?, 4 lamparas, 15 cm) en brocoli minimamente procesado.
Intensidad (W/m?) Tiempos de Tiempos de
exposicion exposicion
(min)/Dosis 2 (min)/Dosis 12
(kJ/m?) (kJ/m?)
3,2 11 67
5,0 7 43

Color superficial

Se utilizo un colorimetro (Minolta, modelo CR-400, Japon) obteniendo los valores de a*, b* y L*. Se calculo
el angulo Hue como arco tangente de b*/a*. Se realizaron 20 medidas a cada bandeja para cada tratamiento y
tiempo de almacenamiento.

Compuestos fendlicos

Se pesd aproximadamente 1,2 g del triturado y se agregd 10 mL de etanol (96% v/v), se agitd en vortex
durante 30 segundos. Luego, se centrifugé a 13.000 x g durante 10 minutos a 4°C y se separd el
sobrenadante para realizar los analisis posteriores.

El contenido de compuestos fenodlicos totales se determind de acuerdo a Singleton et al. (1999), empleando el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Se tomaron 50 uL de reactivo (1:1 v/v en agua) y se agregaron 100 uL de
extracto etanolico y 750 pL de agua. Luego de 3 minutos de reaccion a temperatura ambiente se afiadieron
100 pL de Na,CO3 20% (m/v) en NaOH 0,1 M y 1.000 pL de agua destilada. La mezcla de reaccion se agitd
en vortex y se incubo durante 90 min a temperatura ambiente. Finalmente se midi6 la absorbancia a 760 nm
en espectrofotdometro (HITACHI U-1900, pais). El contenido de compuestos fenolicos se calculd utilizando

acido clorogénico (CGA) como estandar. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento y tiempo de .

almacenamiento, y cada uno se midio por triplicado. Los resultados se expresaron como mg CGA kg™'.
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Capacidad Antioxidante contra el radical ABTS™

La determinacion fue realizada de acuerdo a Arnao et al. (2001). Aproximadamente a 1,2 g de tejido
congelado en N liquido y molido se le adicionaron 5 mL de etanol, se agit6 durante 30 segundos y se dejo
en reposo por 30 minutos. Luego se centrifugd a 15.000 x g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se utilizo
para las determinaciones. A 1 mL de solucion del radical ABTS™ (7 mM de ABTS con 2,45 mM K>S,0gs,
absorbancia 0.700 +/- 0.05 a 734 nm) se le adicionaron 10 pL del extracto. La mezcla se dejoé reaccionar 6
minutos y se midid la absorbancia a 734 nm. Se utiliz6 Trolox como patrén y los resultados se expresaron
como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mg kg™'. Se realizaron tres replicados por
cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

Glucosinolatos (GSs)

Se extrajeron y cuantificaron como describen Cargnel et al. (2014) usando tejido previamente
liofilizado y sinigrin (2-propenil-glucosinolatos, Sigma-Aldrich, EE.UU.) como estandar. Los
desulfoglucosinolatos se analizaron por HPLC (Knauer Euroline pais) empleando una columna Restek
Pinnacle II C18 (5m, 4.6 pn, 150 mm) dcon disolventes A (agua) y B (20% de acetonitrilo), se eluy6 con un
gradiente de 1% de B a 0 minutos, 10% B en 10 minutos, 75% B en 22 a 24 minutos, con un tiempo de
equilibrado de 10 minutos y una velocidad de flujo de 1 mL/ min. El volumen de inyeccion fue de 20uL, y la
elucion se controld con un detector de red de diodos a 229 nm. Para calcular las concentraciones molares de
GSs individuales, se utilizaron factores de respuesta relativos para corregir la diferencia de absorbancia entre
el patron interno y otros compuestos.

Analisis estadistico

Los datos se analizaran por medio de un ANOVA y las medias se compararon con el test LSD de Fisher a un
nivel de significancia de a = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

El color no fue afectado por los tratamientos en las 18 horas siguientes a 20°C, no observandose diferencias
significativas entre intensidades y dosis para los parametros Hue y L* respecto del control (Figura 1A y 1B),
lo que es de fundamental importancia, dado que la calidad visual, para los consumidores, esta dada
principalmente por estos parametros. Aiamla-or (2010) observé en brocoli tratado con una dosis de 8.8 kJ/m?
de UV-B un retraso en la degradacion de clorofilas y mayor valor del angulo Hue luego de 6 dias de
almacenamiento a 15°C.
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Figura 1. Hue (1A) y L*(1B) de brocoli minimamente procesado control y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m?
a las intensidades baja (B) y alta (A) de luz UV-B almacenado a 20°C por 0, 2, 6, 18 h.
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Figura 2. Capacidad antioxidante (2A) ycontenido de compuestos fenolicos (2B) y de brocoli minimamente
procesado control y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m? a las intensidades baja (B) y alta (A) de luz UV-B
almacenado a 20°C por 0, 2, 6, 18 h.

Respecto a la capacidad antioxidante a tiempo O h se observd una rapida caida luego de la irradiacion
(Figura 2A) posteriormente hubo una recuperacion, alcanzando un méximo a las 6 h post-tratamiento para
todas las dosis e intensidades probadas, siendo los brocolis tratados con dosis de 2 kJ/m?y 12 kl/m* y la
mayor intensidad (5 W/m?) los que mostraron las variaciones mas notorias, acumulando hasta un 30% mas
de antioxidantes respecto de los controles al inicio de la cosecha. Los compuestos fendlicos tuvieron un
comportamiento similar (Figura 2B) a lo observado en TEAC, sugiriendo que este es el principal grupo de
antioxidantes que se incrementa con el tratamiento.

Trabajos previos han informado que la radiacion UV puede inducir enzimas clave en la via de los
fenilpropanoides tales como fenilalanina amonio liasa y chalconasintasa (Pombo et al. 2011). Tratamientos
UV-B en esparragos llevaron a un aumento de la PAL dentro de las 2 h post-tratamiento (Eichholz et al.
2011). La falta de correlacion completa entre fendlicos y TEAC indican que la radiacion UV-B podria estar
modulando otros grupos antioxidantes también.

Si bien se conoce que la radiacion UV-B puede alterar el perfil de metabolitos secundarios de ciertas frutas
(manzana, arandanos y vid) (Hagen et al. 2007; Eichholz et al. 2011;) y vegetales (tomate, zanahoria)
(Castagna et al. 2013; Avena-Bustillos et al. 2012) los resultados de este trabajo indican que la obtencion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de brocoli mediante tratamientos UV-B son factibles, en tiempos
cortos y para alta intensidad de exposicion.
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Figura 3. Contenido de glucosinolatos totales (3A), alifaticos (3B) e indolicos (3C) de brocoli minimamente
procesado control y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m? a las intensidades baja y alta de luz UV-B almacenado
a20°Cpor0,2,6, 18 h.

Los glucosinolatos (GSs) son uno de los fitoquimicos mas relevantes en el brocoli y las demas especies de
Brassicaceas. Se ha informado que los niveles y tipos de GSs dependen del cultivar considerado (Bhandari y

Kwak, 2015). En este trabajo la cantidad de los glucosinolatos alifaticos fue tres veces mayor que la de los

indolicos (alifaticos e indolicos, 70 y 30%, respectivamente) al momento de la cosecha, aunque solo

recuperaron los niveles iniciales luego de 18h de retraso (Figura 3A).

Algunos estudios reportaron un aumento de la acumulacion de GSs en respuesta al estrés abidtico (Variyar et

al. 2014). En el caso de radiacion UV las respuestas dependen mucho de las condiciones de irradiacion.

Wang et al. (2011) encontraron contenidos mas altos de GSs en hojas de Arabidopsis thaliana después de 1 h

de exposicion a rayos UV-B, a pesar de una disminucion significativa, sobre todo de GSs ind6licos, después

de 12 h de exposicion a la radiacion UV-B. En este trabajo, para la intensidad alta y dosis de 2 kJ/m* (A2) se R
redujo el contenido de GSs después de 2 h aunque tuvo un aumento posterior. Los valores mas altos en los

niveles de GSs se lograron después de 18 h del tratamiento UV-B (Figura 3B y 3C). El glucosinolato /

aliftico glucorafanin que es el principal compuesto de importancia en el brocoli por reducir el riesgo de
L
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cancer (Cieslik, et al.2007) mostré la mayor induccion en respuesta a la exposicion UV-B. Mewis et al.
(2012) también encontraron un incremento preferencial de GSs alifaticos en brotes de brocoli irradiados con
UV-B (0,3 kl/m?).
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Figura 4. Capacidad antioxidante de brocoli minimamente procesado control (C) y tratado con dosis de 2 y
12 kJ/m? a las intensidades baja y alta de luz UV-B luego de 6h pos tratamiento almacenado a -18°C por 30
dias. Las barras de error representan la desviacion estdndar de la media.

En un segundo ensayo, muestras tratadas con las mismas dosis e intensidades de UV-B y congeladas luego
de 6 h pos-tratamiento, se almacenaron en freezer (-20°C) por 30 dias simulando un procesamiento del tipo
"congelado”. Luego de 30 dias, los brocolis controles y tratados (Figura 4) mantuvieron los niveles relativos
de capacidad antioxidante logrados al inicio del almacenamiento.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la aplicacion de tratamientos de luz UV-B de alta intensidad logré una rapida
respuesta aumentando los compuestos bioactivos de brocoli minimamente procesados luego de 6 h post-
tratamiento y que dicho aumento se mantuvo luego de 30 dias de congelado, lo que permite agregar valor y
ademas, generar nuevas oportunidades para los productores y procesadores de alimentos.
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