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Resumen:

La aplicacion de luz en poscosecha es una tecnologia no quimica que ha sido
efectiva para retrasar el deterioro en algunos vegetales verdes. La exposicion
fraccionada a la luz puede otorgar incluso mayores beneficios que el almacenamiento en
continua oscuridad o iluminacion. El efecto de los tratamientos fraccionados con luz ha
sido poco estudiado en vegetales refrigerados. En el caso del brocoli, estos tratamientos
han retrasado la senescencia a temperatura ambiente. Resulta interesante evaluar si los
tratamientos con luz pueden mejorar la calidad del brocoli en refrigeracion, para
utilizarlos como un complemento al correcto manejo de la temperatura. En el presente
trabajo se evaluo el efecto de la exposicion a la luz blanca de 9,5 W m'z, 3 h diarias,
sobre la vida poscosecha y el contenido de nutrientes de cabezas de brocoli conservadas
a5°Cy93 % HR por 13 y 22 d. Un grupo de brocolis se almacenaron en oscuridad,
mientras que otro fue sometido a las mismas condiciones excepto por la exposicion a la
luz.

En comparacion con el almacenamiento en oscuridad, el tratamiento con luz
retrasé el incremento del “Hue y evito cambios en la luminosidad. La luz no increment6
la pérdida de peso, que fue 3 y 5,5 % luego de 13 y 22 d respectivamente sin diferencias
entre los tratamientos. La tasa respiratoria no se afectd por la aplicacion de luz. Luego
de 13 d, los brocolis iluminados tuvieron un 25 % mas de azlcares totales que los
almacenados en oscuridad. A los 13 y 22 d, los brécolis iluminados tuvieron un 40 y 70
% mayor contenido de 4c. ascorbico, respectivamente, en relacion a los conservados en
oscuridad. El nivel de antioxidantes fue mas alto en los brocolis iluminados que en el
control durante todo el almacenamiento.

La exposicion fraccionada de 3 h por dia a la luz blanca de 9,5 W m™ puede ser
de utilidad para retrasar la senescencia de brdocoli y mantener mayores niveles de
nutrientes durante el almacenamiento refrigerado.
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1. Introduccion

El brocoli es una inflorescencia inmadura muy apreciada por los consumidores
por sus altos niveles de vitaminas, entre ellas el acido ascorbico, antioxidantes, fibra y
glucosinolatos (Wang et al., 2017). Debido a su elevada tasa metabolica, su potencial
de almacenamiento es de solo 3-4 dias a temperatura ambiente (Ma et al., 2014). La
refrigeracion extiende la vida poscosecha del brocoli generalmente por no mas de tres
semanas a 5 °C. Igualmente, el brécoli pierde sus nutrientes a una tasa muy alta incluso
en refrigeracion (Nath et al., 2011). Se han evaluado varias metodologias para
prolongar la vida util del brocoli (Lemoine et al., 2009 y 2010; Moreira et al., 2011;
Li et al., 2016). Estas tecnologias otorgan beneficios en el almacenamiento del brocoli,
pero poseen dificultades de practicidad y relacion costo beneficio que probablemente
han llegado a ser un impedimento para su aplicacion. En los ultimos afios se ha
incrementado el interés en la busqueda de tratamientos no quimicos y de bajo impacto
ambiental para mejorar la performance poscosecha de vegetales (Romanazzi et al.,
2016).

La luz puede retrasar la senescencia de vegetales durante la poscosecha (Liu te
al., 2015). La exposicion continua a la luz durante el almacenamiento a temperatura
ambiente ha retrasado la senescencia de vegetales verdes tales como brocoli (Biichert et
al., 2011; Ma et al., 2014) y repollitos de Bruselas (Hasperué et al., 2016b). La
exposicion fraccionada a la luz incluso puede tener mayores beneficios en comparacion
a la continua oscuridad o continua iluminacion (Liu te al., 2015; Jin et al., 2015; Favre
et al., 2018). En el analisis del efecto de la luz como un complemento a la refrigeracion
se han encontrado resultados variables, desde buenas respuestas como es el caso
lechuga procesada (Charles et al., 2018) hasta efectos nulos (Olarte et al., 2009) o
inclusive deletéreos en otros vegetales (Sanz et al., 2009; Xiao et al., 2014). Los
tratamientos que han evaluado el efecto combinado de la luz y la refrigeracion en
brocoli lo han hecho iluminando en forma continua. Los tratamientos que involucren
periodos cortos de iluminacion resultan interesantes desde el punto de vista del ahorro
energético. Ademas, esta estrategia podria evitar la mayor pérdida de peso observada

durante los tratamientos con iluminacion continua (Hasperué et al., 2016a; Loi et al.,
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2019). El objetivo del presente trabajo fue evaluar si tratamientos relativamente cortos
(3 h d") de exposicién a la luz LED blanca de 9,5 W m™ resultan efectivos para
mantener la vida poscosecha y el contenido de nutrientes en cabezas de brécoli

almacenado a 5 °C y 93 % HR.

2. Materiales y Métodos
2.1. Material vegetal y tratamientos

El broécoli (Brassica oleracea var. Italica cv. Legacy) se recolectd en estado de
desarrollo comercial en un establecimiento horticola en ciudad de La Plata (34°59'39.1"
S; 58°00'09.3" W), Argentina, y se transportd inmediatamente al laboratorio. Los
vegetales con defectos fueron descartados y los seleccionados se lavaron con hipoclorito
de sodio (150 mg L™, pH 6.5) por 5 min. Para evaluar el efecto de la luz sobre las
cabezas de brocoli, las mismas se colocaron en vasos de poliestireno expandido, se
envolvieron con PVC perforado y se almacenaron a 5 °C y 93 %HR. El dispositivo de
iluminacion utilizado fue una placa de 15 W compuesta de 33 bulbos LED (Triano,
modelo: 10L069ISU7267, Iluminacién Sudamericana) (Figura 1 A). Un grupo de
brocolis fue expuesto a 3 h diarias de luz LED blanca fria de 9,5 W m™. El tratamiento
de iluminacién consistié en una Unica etapa de iluminacion seguida de un periodo de
oscuridad cada dia (Figura 1 B). Otro grupo de brocolis fue almacenado en las mismas
condiciones pero en continua oscuridad. Los brocolis se analizaron antes del
almacenamiento o luego de 13 y 22 d de almacenamiento. Las muestras se analizaron
inmediatamente o se congelaron en N, liquido y almacenaron a -80 °C hasta su

utilizacion.
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Figura 1: Espectro de electroluminiscencia de la fuente LED blanco utilizada,
registrado en la superficie de las bandejas de brocoli (A). Esquema del fotoperiodo
utilizado en este estudio para iluminar las bandejas de brocoli refrigerado (B).

2.2. Color superficial

Se determind midiendo los pardmetros L*, a* y b* con un colorimetro que
cubria un 4rea superficial de 8 mm? (Minolta CR400, Osaka, Japon). El angulo de tono
(“Hue) se calculd como “Hue = tan™ (a / b) + 180° cuando a <0 y b> 0, o como “Hue =
tan” (a / b), cuando a> 0 y b> 0. Se midieron tres posiciones en 10 cabezas de brdcoli
para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

2.3. Pérdida de peso y tasa respiratoria

Para la pérdida de peso, las cabezas de brocoli se pesaron antes y luego de 13 y
22 d de almacenamiento. Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida de
peso en relacion con el peso inicial. Para la tasa respiratoria, cabezas de brocoli se
colocaron en frascos de 3.000 ml, se sellaron y se incubaron en oscuridad a 5 °C durante
15 min. Las muestras de gas se extrajeron con una jeringa de 1 ml a través de un septum
colocado en la tapa del frasco. El contenido de CO, en los frascos se determind
utilizando un analizador infrarrojo (Non Dispersive Infrared Detector, Cavadevices,
Argentina). Las medidas se realizaron por triplicado para cada dia de muestreo y
tratamiento y los resultados se expresaron como mg de CO, kg™ h™.

2.4. Azucares

Se separaron los primordios florales utilizando un cuater y los mismos se
congelaron inmediatamente en N,. Aproximadamente 50 g de la muestra congelada se
moli6é en un molino y 0,6 g del polvo se homogeneizaron con 5 ml de etanol en vortex
durante 1 min. La mezcla se centrifugd a 5.000 x g durante 10 min a 4 °C; el
sobrenadante se recupero y se filtr6 a través de una membrana RC de 0,2 mm (Cole-
Parmer, EE.UU.). Para la determinacion de azuicar, se utilizd6 un cromatografo de
liquidos de alto rendimiento (HPLC, Waters 1525 Binary HPLC Pump), equipado con
un detector de indice de refraccion (Waters, IR 2414) y una columna Hypersil Gold
Amino (4,6 x 250 mm, 5 mm, termo Sci., USA). Las muestras se analizaron con un
caudal isocratico de 1,0 ml min" de acetonitrilo/agua (70:30). Se obtuvieron dos
extractos por muestra y tiempo de almacenamiento y las mediciones se realizaron por
duplicado. Los resultados se expresaron como mg kg de azucar en una base de peso

fresco.
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2.5. Sustancias reactivas al reactivo de Folin

Se obtuvieron extractos etandlicos como en la seccion 2.4. Un volumen de 50 pl
del extracto se adicion6 a 950 pl de agua destilada y 50 pl de reactivo de FC diluido en
agua (1:1). Después de 3 min, se agregaron 100 pl de una solucién que contenia 20%
(m/v) de Na,COs en 0,1 mol L' NaOH vy se ajustd el volumen final a 2500 pl con agua
destilada. La solucion resultante se incub6 a 25 °C durante 90 minutos (Singleton et al.,
1999). Se midio6 la absorbancia a 760 nm. Los fenoles totales se expresaron como mg
equivalentes de 4cido clorogénico por kg de fresco. Se analizaron tres extractos
independientes por tratamiento y tiempo de almacenamiento.
2.6. Acido ascérbico

Muestras representativas de primordios florales se congelaron en nitrégeno
liquido, se procesaron en un molino y 1 g del polvo obtenido se homogeneiz6 con 5 ml
de acido metafosforico al 2,5% m/v. La mezcla se agit6 en vortex durante 1 min y luego
se centrifugo6 a 12.000 x g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se recuper6 y se filtrd
a través de una membrana RC de 0,2 mm (Cole-Parmer, EE.UU.) y la determinacion del
acido ascorbico (AsA) se realizd6 mediante un cromatografo de liquidos de alto
rendimiento (HPLC, Waters 1525 Binary HPLC Pump), equipado con un detector de
matriz de fotodiodos y una columna C18 (4,6 x 150 mm, 5 mm, Waters Corp., EE.
UU.). La fase movil fue 0,5% m/v de acido metafosforico/ acetonitrilo (93:7) a un
caudal isocratico de 1,0 ml min™' y la longitud de onda para la deteccién fue de 254 nm.
Para la identificacion y cuantificacion, se emplearon soluciones estandar de AsA. Los
resultados se expresaron como mg de AsA por kg de peso fresco. Se realizaron dos
extracciones por tratamiento y tiempo de almacenamiento.
2.7. Andlisis estadistico

El experimento fue disefiado segun un disefo factorial. Los factores fueron el
tiempo de almacenamiento y los tratamientos luz/ oscuridad. Los datos se analizaron
mediante ANOVA y se compararon con un test de Fisher a un nivel significativo de P <

0.05.

3. Resultados y discusion
3.1. Color, pérdida de peso y tasa respiratoria
Dado que la pérdida de color verde es la principal limitante en la vida

poscosecha del brocoli (Aiamla-or et al., 2010), evaluamos el efecto de la aplicacion de
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la luz en la luminosidad (L*) y el angulo “Hue (Figura 2). Luego de 13 d, los brocolis
expuestos 3 h por dia a luz de 9,5 W m™ tuvieron mayor °Hue en comparacién a los
almacenados en oscuridad. Esta diferencia se mantuvo luego de 22 d. El L* se elevo
hacia el final del almacenamiento en los brocolis almacenados en oscuridad, mientras
que los brocolis expuestos a la luz no tuvieron ese incremento en su luminosidad. El
tratamiento fue eficaz en retrasar la pérdida de color del brécoli refrigerado. Estos
resultados concuerdan con otros trabajos que han utilizado luz blanca en forma continua
o fraccionada para retrasar la senescencia en brocoli a temperatura ambiente (Biichert

et al.,, 2011; Ma et al., 2014; Jin et al., 2015; Favre et al., 2018).

A a
155 b ab b Oscuridad [l
Luz
c
o
()
g 115 Il
105
B a
35
b
33 b
b b
b
E
0 13 22

Tiempo a 5 °C (d)
Figura 2: Parametro del color ‘Hue (A) y la luminosidad (L*) (B) de las cabezas de
brocoli almacenadas a 5 °C en oscuridad o expuestas a 3 h por dia de luz LED blanca
de 9,5 W m™. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos
segun test de Fisher (p < 0,05).

La pérdida de peso rond6 el 3 y 5,5 % luego de 13 y 22 d sin diferencias entre
los tratamientos (Tabla 1). Contrariamente, Favre et al., (2018) utilizé una intensidad
de luz y un periodo de exposicion inferiores a los utilizados aqui (2 h), e informaron el
doble de pérdida de peso en los brocolis iluminados en comparacion a los almacenados
en oscuridad. La diferencia puede radicar en que en ese trabajo se almacend a
temperatura ambiente y aqui se almacen6 a 5 °C. La tasa respiratoria de los brocolis se
mantuvo entre 31,5 y 34,6 mg CO, kg™ h™" durante los primeros 13 d (Tabla 1). Hacia
el final del almacenamiento la tasa respiratoria se redujo levemente y no se encontraron

diferencias entre tratamientos.



Tabla 1: Pérdida de peso y tasa respiratoria durante el almacenamiento a 5 °C de
cabezas de Brécoli en oscuridad y expuestas a luz de 9,5 W m™, 3 horas por dia.

Tempo a 5 °C Pérdida de peso Tasa respiratoria

() (%) (mg COy kg™ ')
0 - 32,0 £1,0a
Oscuridad 13 3,4 +0,6b 31,6 +0,9a
22 5,7 £0,8a 20,5 £2,8b
0 - 31,5 +0,2a
Luz 13 2,9 £0,4b 34,6 £1,3a
22 5,2 £0,5a 24,4 £3,3b

La aplicacion de luz puede incrementar la tasa respiratoria de los vegetales
durante el almacenamiento por favorecer el intercambio gaseoso a través de los estomas
(Ayala et al., 2009). Aqui no se registraron cambios significativos en la tasa respiratoria
derivados de la exposicion a 9,5 W m™ de luz por periodos cortos de 3 h.

3.2. Azucares

Los aztcares son unos de los componentes que mas se reducen durante el
almacenamiento del brdocoli (Costa et al.,, 2006). Al inicio los niveles de glucosa,
fructosa y sacarosa rondaron respectivamente los 8.0; 5,5 y 4,5 g kg (Figura 3). Luego
de 13 d, los azucares se redujeron un 42 % en oscuridad, mientras que en los brocolis
expuestos a la luz la reduccion fue solo de 17 %. El descenso mas marcado fue el de la
sacarosa, probablemente por la alta actividad de la enzima invertasa en estos vegetales
(Eason et al.,, 2007). La iluminacion logré mermar la reduccion en sacarosa. El
contenido de glucosa y fructosa se mantuvo practicamente constante luego de 13 d en
los brocolis iluminados, mientras que se redujo aproximadamente 40 % en las cabezas
almacenadas en oscuridad en el mismo periodo. Similar retraso en la degradacion de
azucares fue encontrado en apio (Zhan et al., 2014a), kale (Noichinda et al., 2007) y
espinaca (Toledo et al., 2003) refrigerados. Ya hacia el final del almacenamiento, no se
detectaron diferencias en los azlicares analizados. El mayor nivel de azucares podria
adjudicarse a una menor tasa respiratoria y demanda de carbono en los brocolis
expuestos a la luz (Costa et al., 2006). Sin embargo, no se registraron cambios en la
tasa respiratoria (Tabla 1). Se ha especulado sobre la actividad fotosintética en los
vegetales verdes luego de la cosecha (Toledo et al., 2003; Noichinda et al., 2007;
Charles et al., 2018). Esta posibilidad, que si bien puede ser factible, tendria un efecto
muy limitado en la sintesis de azlcares por el corto periodo de iluminacién de 3 h. La

luz puede inducir movimiento de solutos, entre ellos aziicares, desde un sitio del vegetal
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a otro expuesto a la luz (Magwaza et al., 2013). Nosotros analizamos el contenido de
azucares de los primordios florales, por lo cual, es posible que haya ocurrido migracion
de aztcares desde los tallos, compensando en parte la pérdida de azlcares en los
primordios florales. Mas estudios son necesarios para entender mejor el mecanismo por
el cual la luz conserva mayores niveles de azlicares en brécoli.
3.3. Antioxidantes

El brocoli es considerado un vegetal con excelentes propiedades nutricionales
debido a su elevado contenido de antioxidantes y glucosinolatos (Wang et al., 2017).
Nosotros analizamos el contenido de acido ascorbico (AsA) y antioxidantes ya que
varian considerablemente durante el almacenamiento (Lemoine et al.,, 2009;
Rybarczyk-Plonska et al., 2014). El contenido de AsA al inicio fue de 850 g kg y
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Figura 3: Contenido de azucares totales (A), Glucosa (B) Fructosa (C) y Sacarosa (D)
de las cabezas de brocoli almacenadas a 5 °C en oscuridad o expuestas a 3 h por dia
de luz LED blanca de 9,5 W m™. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamientos segun test de Fisher (p < 0,05)

marcada reduccion a través del almacenamiento, pero a un ritmo mucho menor en los

brocolis expuestos a la luz (Figura 4A). Luego de 13 d el AsA se redujo un 60 % en los
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brécolis almacenado en oscuridad, mientras que la luz redujo la tasa de degradacion a la
mitad. Esta diferencia fue menos marcada luego de 22 d. Se ha informado que la luz
puede incrementar la expresion de genes relacionados con la sintesis de AsA en brécoli
(Ma et al., 2014), aunque se han encontrado distintos efectos de la luz en AsA, desde
un retraso en la degradacion como en el caso de coliflor (Zhan et al., 2014b) hasta
efectos nulos en brocoli (Rybarczyk-Plonska et al., 2014; Hasperué et al., 2016). Los
brocolis expuestos a la luz tuvieron mayores niveles de antioxidantes que los
almacenados en oscuridad durante todo el almacenamiento (Figura 4B y 4C). Este
resultado estd en linea con Jin et al., (2015) y Favre et al., (2018). Sin embargo,
Hasperué et al., (2016a), no encontr6 diferencias en antioxidantes entre los brocolis no
iluminados o los expuestos a luz blanca / azul. La luz de 9,5 W m?> 3 h por dia, fue
eficaz para conservar los niveles de AsA y fenoles en brocoli durante el
almacenamiento refrigerado. El mayor nivel de antioxidantes encontrado aqui puede
indicar un mantenimiento del estatus redox del vegetal, relacionado con la menor

senescencia observada (Das and Roychoudhury, 2014).
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Figura 4: Contenido de Ac. Ascorbico (A), sustancias reactivas al reactivo de Folin
(SFR) (B) y antioxidantes por ABTS™"(C) durante el almacenamiento a 5 °C de las
cabezas de brocoli almacenadas a 5 °C en oscuridad o expuestas a 3 h por dia de luz
LED blanca de 9,5 W m™. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos segun test de Fisher (p < 0,05).

4. Conclusiones



La luz blanca de 9,5 W m™ aplicada 3 h por dia fue efectiva para retrasar el
amarillamiento del brécoli almacenado a 5 °C sin afectar la pérdida de peso ni la tasa
respiratoria en comparacion con el almacenamiento en la oscuridad. Los brocolis
expuestos a la luz tuvieron mayores niveles de azucares y antioxidantes. La exposicion a
periodos de 3 h de luz blanca con intensidad de 9,5 W m™ puede ser una técnica
promisoria para complementar el almacenamiento refrigerado de cabezas de brécoli

enteras.
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