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RESUMEN

La coliflor es una crucifera con alto contenido de fibra, glucosinolatos y minerales.
Debido a su corta vida poscosecha el principal método de comercializacién es la
congelacion; sin embargo, durante el proceso puede ocurrir un problema de calidad
conocido como “pata verde”, caracterizado por el desarrollo de una coloracion verde
en el tallo de los floretes representando hasta un 40 % del producto final. El objetivo
del trabajo de investigacion fue realizar la caracterizacion quimica y enzimatica del
enverdecimiento de coliflor congelada. Se trabajé con muestras obtenidas de cada
etapa de proceso de una congeladora comercial y se recre6 el proceso de escaldado
en agua en condiciones de laboratorio, adicionalmente y con el objetivo de evaluar el
efecto de diferentes tipos de escaldado en el enverdecimiento se anadieron 2
escaldados adicionales (vapor y microondas) por tiempos de 1:30 y 3 minutos. El
enverdecimiento es denotado por valores negativos de a* en el esquema CIELa*b*,
muestras enverdecidas presentaron valores negativos de a* 90% mayores a las
muestras blancas. Se concluy6 que el contenido de clorofila no fue relevante en el
desarrollo del defecto debido a que no estuvo presente en coliflor enverdecida. Se
midio la actividad de la peroxidasa para comprobar su correcta inactivacion en el
proceso, La actividad enzimatica disminuyd después de aplicar los tratamientos de
escaldado; sin embargo, el escaldado en vapor mostré disminuciones menores al 30%
por lo que se concluyd no es efectivo para inactivar la actividad enzimatica. El
contenido total de glucosinolatos fue mayor en muestras enverdecidas frescas y
escaldadas por 40%; la actividad de la mirosinasa fue mayor en muestras
enverdecidas y no mostro diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo
en muestras blancas los escaldados en agua y vapor por ambos tiempos (90 y 180 s)
disminuyeron la actividad de la enzima por arriba del 60%; el porcentaje de
enverdecimiento en muestras escaldadas en agua por 180 s (5.4 %) y microondas por
180 s (9.2%) fue inferior al porcentaje de 20% establecido por la USDA para regular
el defecto.

Palabras claves: Coliflor, Glucosinolatos, Enverdecimiento, Congelacién
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ABSTRACT

Cauliflower has high contents of fiber, glucosinolates and minerals. Due to its short
post-harvest life the main marketing method is freezing; however, during the process
occurs a quality problem known as "green stem", characterized by the development of
a green coloration on the stem of the florets representing up to 40 % of the final
product. The objective of the research work was to perform the chemical and
enzymatic characterization of greening in frozen cauliflower. Samples were collected
from each process stage of a commercial freezer and the water-scalding process was
recreated under laboratory conditions, in addition and in order to evaluate the effect of
different types of scalding on greening, 2 additional scalders (steam and microwave)
were added for 1:30 and 3 minutes. Greening is denoted by negative values of a* in
the CIELa*b* scheme, greenish samples had negative values of a* 90% higher than
white samples. It was concluded that chlorophyll content was not relevant in greening
because it was not present in cauliflower. Peroxidase activity was measured to check
its correct inactivation in the process, enzymatic activity decreased after applying
scalding treatments; however, the steam scalding showed decreases less than 30%
so it was concluded is not effective to inactivate enzyme activity. Total glucosinolate
content was higher in fresh and scalded greenish samples by 40%; myrosinase activity
was higher in greenish samples and showed no significant differences between
treatments, however in white samples scalded in water and steam by both times (90
and 180 s) decreased enzyme activity above 60%; the percentage of greening in
scalded samples in water by 180 s (5.4%) and microwave by 180 s (9.2%) was lower
than the 20% set by the USDA to regulate the defect.

Key words: Cauliflower, Glucosinolates, Greening, Freezing.
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1. INTRODUCCION
La coliflor posee beneficios y propiedades importantes para la salud gracias a su

composicidn nutricional, destaca la presencia de fenoles, minerales, vitaminas,
fibra y glucosinolatos; asi como su elevado contenido de agua y bajo contenido de
carbohidratos (Fundacién Espanola de Nutricidn, 2011). La coliflor fresca presenta
una corta vida poscosecha incluso en condiciones de refrigeracion, de tal forma
que solo se puede conservar por lapsos de 6 a 9 dias a temperaturas de 5 - 15 °C.
Por esta razodn, el principal método de conservacion para su comercializacion es la
congelacion, la cual requiere de un pretratamiento de escaldado para evitar
cambios indeseables en el producto durante su almacenamiento debido
principalmente a la actividad de las enzimas (Ahmed y Ali, 2013; Suslow y Cantwell,
1998). Sin embargo, durante la congelacion ocurre un problema de calidad
conocido como “pata verde”, caracterizado por el desarrollo de una coloracion
verde en el tallo de los floretes representando hasta un 40 % del producto final. Se
ha reportado el desarrollo de color verde durante el almacenamiento en otros
productos horticolas como el ajo, principalmente por la participacion de compuestos
azufrados como la allina (de Iseppi et al., 2021; Wu et al., 2021); de manera
comparativa; la degradacion de los glucosinolatos en la coliflor podria estar
asociado al desarrollo del enverdecimiento. Los glucosinolatos son compuestos
nitrégeno-azufrados caracteristicos de las cruciferas, se liberan de la vacuola
cuando se producen alteraciones al tejido celular de la coliflor, ya sea por danos

fisicos 0 mecanicos, asi como por estrés o0 exposicion a altas temperaturas.

Este proyecto surge por interés de una congeladora de la regién dedicada al ramo
de alimentos congelados vy liofilizados, particularmente con brocoli y coliflor; esta
empresa procesa de 11,000 a 19,000 kg de coliflor al dia, el defecto ha ocasionado
pérdidas a la empresa del 30 — 40 % respecto al producto terminado. Debido a la
escasa informacion existente respecto a este defecto, el presente trabajo evalua
los factores involucrados en el desarrollo del enverdecimiento de la coliflor durante
el proceso de congelacién comercial para poder aportar informacion sobre posibles

soluciones para reducir las pérdidas econémicas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Coliflor

La coliflor es una crucifera perteneciente a la familia Brassicaceae, consta de un
tallo floral ramificado conocido como inflorescencia, su meristemo es el encargado
de producir hojas y flores mediante un sistema de autorreplicacion de brotes y ramas
que forman la parte comestible conocida como cabeza o pella (Pedreros Hernandez,
2016; Singh et al., 2017; Smyth, 1995). Su temperatura de desarrollo se encuentra
en intervalos minimos de 5 a 8 °C y maximos de 25 a 28 °C (Singh et al., 2017). En
la Tabla 1 se muestran las caracteristicas que debe poseer la pella de coliflor blanca
para ser cosechada en un tiempo de 55 a 65 dias despues de la siembra (Singh et
al., 2017).

Tabla 1 Caracteristicas deseables de la coliflor

Rasgo evaluado en la pella Caracteristica deseable
Forma Semiesférica
Diametro 15-18 cm
Peso 600-1000 g
Color Blanco o blanco cremoso
Sin defectos visuales Arrozado, pelusa

Fuente: (Singh et al., 2017)

2.1.1 Importancia econémica
El brécoliy la coliflor son las especies del género Brassica que mas se comercializan

tanto frescas como congeladas. En 2017 México ocupo el tercer lugar dentro del top
10 de paises productores de coliflor con un porcentaje de 2.13 %, s6lo por detras de
India y China con 34.49 % y 35.77 %, respectivamente (Indian Horticulture
Database, (2021). En 2019, Guanajuato, Puebla e Hidalgo representaron los
estados mas importantes en cuanto a la produccion de esta crucifera obteniendo
porcentajes anuales de 35.2, 15.5 y 14.0 %, respectivamente; en el mismo ano, la
exportacién de brocoli y coliflor en México represento el 25.6 % de la participacion
mundial, Estados Unidos encabez6 el principal destino de exportacion, seguido de
Canada y Japon (Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y Pesquera, 2020). La

produccion mundial de brécoli y coliflor en el afio 2020 fue encabezada por China e
2



India con 9.5 y 9.0 millones de toneladas, respectivamente; México ocupoé el quinto
lugar de la lista con una produccion de 690 mil millones de toneladas;
aproximadamente el 46 % de la coliflor producida en el pais es exportada, de tal
forma que el 80 % de las hortalizas congeladas exportadas son conformadas por el
brécoli y la coliflor (FAOSTAT, 2020).

2.1.2 Variedades de coliflor
Cada variedad de coliflor posee una coloracion diferente, tieniendo coliflores

blancas, naranjas, moradas y verdes. Las variedades naranjas y moradas suelen
tener mejor composicion nutricional que las coliflores blancas, debido a su mayor

contenido de carotenoides y antocianinas (Koss-Mikolajczyk et al., 2019).

La coliflor naranja debe su coloracion a la mutacién del gen designado como “orange
gene, Or”, ocasionando que la pella blanca, los meristemos y la médula del tallo
adquieran una coloracién naranja; ademas, este gen es capaz de inducir la
formacion de cromoplastos en lugar de favorecer la expresion de genes implicados

en la biosintesis de carotenoides (Lopez et al., (2008); Lu et al., (2007)).

La coliflor morada debe su coloracion a la mutacion del gen semidominante
designado como “purple gene, Pr”, la coliflor morada acumula grandes cantidades
de antocianinas, contiene 7 variedades de cianidinas siendo la cianidina 3-
(cumaril-cafeil)-glucésido-5-(malonil) glucésido el compuesto predominante (Chiu
et al, (2010) citado en (Singh et al., 2017)). La coliflor morada presenta mas del
doble del contenido de glucosinolatos que la variedad blanca debido a su mayor
composicion de fenoles, razon por la que el contenido de isotiocianatos como 3-
(Metilsulfinil)propil-ITC (3-MSP) y 2-Propenil-ITC (AITC), ambos involucrados
como agentes quimiopreventivos que previenen distintos tipos de cancer, es

mayor en comparacion con la coliflor blanca (Koss- Mikolajczyk et al., 2019).

La coliflor blanca debe su coloraciéon a que durante su crecimiento la pella es
protegida de la luz solar con sus hojas externas de gran tamano (llustracion 1),
evitando asi el desarrollo de clorofila (Ciuraru, 2019). México ocupa el quinto
lugar en produccién de brocoli y coliflor blanca frescos, por esta razén la

variedad blanca es la que mas se comercializa (FAOSTAT, 2020).



2.1.3 Composicion quimica de coliflor blanca
La Tabla 2 muestra la composicion nutricional de la coliflor, destaca su contenido

de vitaminas (vitamina C) y minerales (potasio); ademas contiene fitoquimicos
como compuestos fendlicos, carotenoides, glucosinolatos, flavonoides, que tienen
efectos antioxidantes (Dos Reis et al., 2015; Drabinska et al., 2021; Koss-
Mikotajczyk et al., 2019).

llustracion 1. Coliflor blanca var. botrytis. a) Pella cubierta por sus hojas; b)
Apariencia de una pella blanca.

La principal caracteristica que distingue a las cruciferas de los demas vegetales es
la presencia de glucosinolatos (Possenti et al., (2017). Los glucosinolatos pueden
ser nitro - sulfurados y pueden presentar ligera actividad antioxidante debido a que
no se relacionan directamente con la eliminacion de radicales libres (Ali, 2015).

Ellos son los responsables del sabor caracteristico de la coliflor.

Los glucosinolatos son aniones conformados por fracciones de glucdésido y un
grupo sulfato, tienen caracter hidrofilico debido a que durante su hidrolisis liberan
moléculas de glucosa (Pérez, 2014). Estan conformados por un grupo B-D-
tioglucosa, una oxima sulfonada y una cadena lateral, la cual otorga la clasificacion
de glucosinolatos de acuerdo con el conjunto de aminoacidos presentes en el grupo
R (Figura 1) (Kapusta-Duch et al., 2016).



Tabla 2 Composicion nutricional de la coliflor por 100 g de parte comestible

Calorias (kcal) 25
Proteinas (g) 1.92
Lipidos (g) 0.28
Carbohidratos (g) 4.97
Azucares (g) 1.91
Fibra (g) 2.0
Calcio (mg) 22
Hierro (mg) 0.42
Potasio (mg) 299
Sodio (mg) 30
Zinc (mg) 0.27
Vitamina C (mg) 48.2
Vitamina A (equivalentes de retinol) 0
Vitamina E (mg) 0.08
Vitamina K (mg) 0.27
Folatos (mg) 57

Fuente: (Pedreros Hernandez, 2016)

Los glucosinolatos se clasifican en alifaticos, indol y aromaticos dependiendo de
los aminoacidos de los que derive su cadena lateral R, de esta manera, la cadena
alifatica esta dada por alanina, leucina, isoleucina, metionina, valina; la cadena
aromatica esta dada por fenilalanina y tirosina; por ultimo, el triptéfano es el unico
constituyente de la cadena indol; la estructura de la cadena R define las
caracteristicas fisicoquimicas y la importancia biolégica de cada uno de los

productos de degradacion de los glucosinolatos (Prieto et al., 2019).
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Los glucosinolatos se almacenan en la vacuola de la célula de las plantas, son

transportados a través del floema mediante una corriente de translocacion que los

lleva hasta el 6rgano pozo donde desarrollan funciones de defensa contra

organismos o bien de sintesis de compuestos de defensa de la planta (Pérez,

2014).

En la Tabla 3 se muestra el contenido de glucosinolatos en algunas cruciferas, cabe

mencionar que la cantidad de glucosinolatos presentes depende de la variedad,

de la temperatura durante el desarrollo, de la edad y tipo de 6rgano (Prieto et al.,

2019). Se ha reportado que las mayores actividades de sintesis se encuentran en

6



hojas jovenes; ademas, la temperatura y las condiciones de almacenamiento en
fresco; asi como el procesamiento al que sea sometida la coliflor también influyen
en la concentracion final de los glucosinolatos (Pérez, 2014), este es el caso de
los glucosinolatos indodlicos, los cuales tienen mayor susceptibilidad al efecto de
la temperatura, en comparacion, con los glucosinolatos alifaticos en el brécoli que

incrementan entre 4 y 8 °C (Cartea et al., 2008).

Tabla 3 Concentracion de glucosinolatos presente en algunas cruciferas

Cantidad de glucosinolato (mg /100 g)
Hortalizas Crudo Cocido
Brocoli 61.1 37.2
Col de bruselas 247 148
Kale 108.9 78.6
Coliflor 62 42
Nabo 56 29.1
Fuente: Marks et al., 2003 en (Pérez, 2014)

La enzima responsable de hidrolizar a los glucosinolatos es la mirosinasa o
B-tioglucosidasa, se encuentra en células de mirosina, mayormente identificadas
en la superficie externa de la pared celular de las brassicaseas (Prieto et al., 2019).
El sistema glucosinolato-mirosinasa no existe inicialmente en la coliflor debido a
que ambos compuestos se encuentran compartamentalizados, de manera que se
forma después de la ruptura celular como resultado del dano por corte, prensado
y coccion de la coliflor, asi como procesos que utilicen altas temperaturas o
involucren la descongelacién de la hortaliza (Kapusta-Duch et al., 2016; Prieto et
al., 2019). La hidrdlisis enzimatica de los glucosinolatos origina 5 productos de
degradacion: isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos, epitionitrilos y oxazilidinas; a su
vez, durante la hidrélisis se liberan moléculas de B-D-glucosa, bisulfato y una
aglucona inestable también conocida como grupo tiohidroxi-O-sulfato, el cual
reorganiza su estructura de acuerdo con las condiciones de pH del medio, la

concentracion de iones ferrosos o la presencia de proteinas epitioespecificas



(ESP), para formar cada uno de los productos de descomposicion de los

glucosinolatos (Prieto et al., 2019).

El tipo de producto de degradacion de los glucosinolatos depende de las
condiciones de pH, concentracion de iones ferrosos, proteinas epitioespecificas
(ESP) y de la estructura en la que se reordene la aglicona inestable (Figura 2),
(Kapusta-Duch et al., 2016; Pérez, 2014; Prieto et al., 2019):

e |sotiocianatos: Formados por el reordenamiento de la aglicona
en condiciones de pH fisioldgico, esta es la razon por la que representan
el principal producto de descomposicion de glucosinolatos presente en
la coliflor.

e Tiocianatos: Formados por el reordenamiento del indol
benzilglucosinolato derivado de la aglicona en condiciones de pH>8.0.

e Nitrilos: Formados por el reordenamiento de la aglicona en
condiciones de pH acidos, es decir, pH<3.0, siempre y cuando haya
presencia de proteinas epiotioespecificas.

e Epitionitrilos: Formados unicamente si existen dobles enlaces
presentes en el glucosinolato, los cuales seran degradados por las
proteinas epitioespecificas junto al atomo de azufre liberado en la
formacion de nitrilos.

e Oxazolidinas-2-tion: Formado unicamente si la cadena lateral R se
encuentra hidroxilada en el carbono numero 3, son formados por la

ciclizacion espontanea del isotiocianato.

Los nitrilos pueden soportar temperaturas mayores a 100 °C donde incluso no
sufren de degradaciones. Por su parte, los isotiocianatos reaccionan con grupos
hidroxilo o amino generando la formacién de O-tiocarbamatos. (Kapusta-Duch et

al., 2016), dando tonalidades pardas.
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Figura 2 Ruta de degradacion de los glucosinolatos y sus productos de
degradacion (Prieto et al., 2019)

2.2 Almacenamiento de coliflor

La coliflor presenta una corta vida poscosecha de 7 — 10 dias a temperatura
ambiente, y aunque la refrigeracién alarga su vida a 15 dias, la pella adquiere una
tonalidad amarilla o marron demeritando su calidad, la temperatura 6ptima de
almacenamiento de la coliflor es a 0 °C con 95 - 98 % de HR, en estas condiciones
puede durar hasta por 3 semanas; sin embargo puede presentar perdida de
firmeza Suslow y Cantwell, (1998). Por esta razdén suele comercializarse de forma

congelada.

2.3 Congelacién de coliflor

2.3.1 Escaldado

El escaldado es un tratamiento térmico que utiliza agua a temperaturas que van
de 70 a 100 °C, suele ser empleado antes del secado, congelado, freido o enlatado
de productos frescos. Es indispensable para todas las hortalizas a congelar
excepto para la cebolla y los pimientos verdes (Willenberg y Mills-Gray, 2021).
Consiste en el calentamiento del producto fresco, entero o troceado, hasta una

temperatura especifica por un periodo de tiempo determinado, seguido de un



enfriamiento rapido para ser rapidamente congelado o sometido a un siguiente

procesamiento (Xiao et al., 2017).

El escaldado mantiene la calidad del producto procesado durante
almacenamientos prolongados debido a que elimina microorganismos e inactiva
enzimas mediante la ralentizacién de su actividad o por completa inhibicion, que
podrian causar el deterioro del alimento durante toda la cadena de produccion y
transporte. Un escaldado incorrecto permitira que las enzimas continuen activas
durante el almacenamiento en congelacién provocando el desarrollo de
tonalidades y sabores indeseables, asi como pérdida de sabor, color, vitaminas y
minerales (Xiao et al., 2017). De igual manera, el escaldado puede aportar a la
limpieza de la superficie externa de la muestra de particulas extrafias, asi como
provocar el ablandamiento de las hortalizas, lo cual puede ser positivo para tejidos

duros, pero negativo para los suaves (Willenberg y Mills-Gray, 2021).

El proceso de escaldado en agua requiere del uso de gradientes de temperaturas,
las altas temperaturas impactan en el contenido de proteinas mediante su
desnaturalizacion y lixiviacion en el agua de procesamiento. De igual manera, es
comun la reduccion en el contenido de minerales, aunque este hecho no se asocia
a la destruccidon de minerales, sino mas bien a su difusion en el agua de
procesamiento, por ejemplo, de potasio, sodio y hierro, aunque minerales como
fésforo, azufre, zinc y manganeso no reduccen significativas (Ahmed y Ali, 2013).
Otros compuestos que se ven disminuidos son los compuestos fendlicos totales, esto
debido a la alteracién de vacuolas y apoplastos, los cuales liberan polifenoles al
agua de procesamiento, ademas, los mismos polifenoles sufren de lixiviacion por
su alta solubilidad (Ahmed y Ali, 2013; Ali, 2015).

La principal ventaja del escaldado es la inactivacion simultanea de enzimas y
microorganismos, lo cual se traduce en la disminucion de los tiempos de
procesamiento y, por ende, en el aumento de la eficiencia energética; ademas, el
escaldado también tiene influencia en reacciones no enzimaticas como la reaccién
de Maillard, la cual ocasiona la pérdida de color del alimento, debido a que la

reaccion depende del contenido de azucares reductores presentes, el escaldado
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contribuye directamente a la retencion del color del alimento al disminuir los

azucares reductores (Xiao et al., 2017).

A pesar de las ventajas del escaldo, este proceso presenta limitaciones (Xiao et
al., 2017), entre ellas: la pérdida de nutrientes provocada principalmente por
lixiviacion o difusion debido a que nutrientes como vitaminas, minerales,
carbohidratos, azucares y proteinas pueden solubilizarse en el agua, esto sin
mencionar que las altas temperaturas pueden provocar degradacion de otros
compuestos. El agua de proceso puede llegarse a considerar un contaminante
ambiental, ya que el agua puede contener las sustancias bioquimicas y nutrientes

lixiviados.

Con el principal objetivo de reducir las limitaciones anteriores se han buscado
nuevas tecnologias de escaldado las cuales permiten un mayor aprovechamiento
energeético, al igual que menor pérdida nutricional y contaminacion ambiental. Una
alternativa es el escaldado por vapor, el cual emplea vapor sobrecalentado como
medio de calentamiento, suelen diferenciarse dos etapas durante el proceso; en la
etapa inicial existe transferencia de calor desde el vapor condensado hacia la
superficie de los productos con los que entra en contacto, durante la segunda
etapa, la superficie del producto alcanza las temperaturas 6ptimas de inactivacion
de las enzimas o microorganismos. Su principal ventaja radica en una mayor
retencion de compuestos hidrosolubles como consecuencia de la baja lixiviacion. Por
otro lado, suele presentar problemas de uniformidad al no otorgar un constante en
toda la superficie, como consecuencia de que el alimento es transportado en
bandas con desplazamiento constante, lo que ademas representa un mayor costo
energético (Xiao et al., 2017). De acuerdo con Prieto et al. (2019), tiempos cortos
de escaldado, por lo general menor a 7 minutos, son requeridos para una correcta
conservacion del contenido de glucosinolatos en Brasiccas, debido a la

inactivacion de la mirosinasa.

Otra alternativa es el escaldado por microondas, en este proceso la energia emitida
por las microondas es absorbida por el alimento y transformada en calor mediante

un calentamiento dieléctrico. Este tratamiento tambien puede presentar pérdida de
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nutrientes por lixiviacion, pero en menor grado que los procesos de escaldado
anteriormente mencionados, la razon de esto es que la unica interaccion presente
se da entre el campo electromagnético y la superficie del alimento, ademas, el
calentamiento sucede tanto en la superficie como en el interior del alimento, lo que
no solo evita los problemas de uniformidad del escaldado por vapor, sino que
también contribuye a tener mayores temperaturas de calentamiento, menores
tiempos de procesamiento y el uso de mayores volumenes de alimento. Por otro
lado, factores como la pérdida de agua y la profundidad de penetracion de las
microondas constituyen las principales desventajas, debido a las pérdidas de

humedad y el alcance de penetracién del calor (Xiao et al., 2017).

2.3.2 Congelacion de coliflor
La congelacién permite contrarrestar el rapido deterioro que sufre la coliflor fresca

(Cotrina Vila, 1982; Sharma et al., 2021); especialmente cuando se aplica como pre-
tratamietnto el escaldado, éste permite una inactivacion enzimatica; sin embargo, si
no se aplica adecuadamente es posible que las muestras congeladas durante su
almacenamiento y en la descongelacion, presenten actividad residual de enzimas
(Kapusta-Duch et al., 2016)

La congelacion representa el proceso de conservacion mas comun de productos
horticolas, reduce la tasa de deterioro del producto al disminuir las reacciones de
deterioro ocasionadas por microorganismos, alargando asi su vida de anaquel, es
comunmente aplicada a productos que seran consumidos a largo plazo. Por otro
lado, durante la congelacion se forman cristales de agua, lo que repercute en los
tejidos celulares del vegetal al provocar la desintegracion celular, este efecto es
mas marcado cuanto mas lento y prolongado es el proceso (Kapusta-Duch et al.,
2016).

Los parametros para obtener una buena congelacion involucran (Acurio Arcos
y Alvarez Beltran, 2021) el preenfriamiento para disminuir la temperatura del
producto hasta el valor en el que inicia el cambio de fase. La nucleacion que se
logra cuando la temperatura baja, sin llegar a la congelacion. La etapa de cambio
de fase se caracteriza por la formacion de cristales de hielo y representa el inicio
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del punto de congelacion, esta etapa finaliza cuando la temperatura interna del
alimento es de -5°C. Finalmente el super enfriamiento se logra cuando la
temperatura ha descendido por debajo del punto de congelacion. Para el
congelamiento de coliflor se deben elegir cabezas compactas y blancas, recortar
las hojas y cortar las cabezas en trozos con un ancho determinado. El escaldado
puede realizarse durante 3 minutos en agua, o 5 minutos en vapor, posteriormente
se procede al enfriamiento rapido, escurrido, envasado, sellado y congelado.
(Willenberg y Mills-Gray, 2021).

De acuerdo con las normas establecidas en el Codex Alimentarius (Codex
Alimentarius CXS 111-1981, 2019) y la (USDA, 1996) en su documento Estandares
de Estados Unidos para coliflor congelada, las coliflores que se destinen a una
congelacion rapida deben tener pellas frescas, limpias y sanas, las cuales, a su vez
pueden haber sido recortadas y divididas en partes, ademas de haber tenido un
proceso previo de lavado y escaldado. Las pellas pueden trabajarse de manera
entera, troceada, por racimos o cualquier otra forma de presentacion siempre y
cuando sea distinta de las formas anteriores y cumpla con los requisitos
establecidos en la norma (Codex Alimentarius CXS 111-1981, 2019; USDA, 1996).

Los racimos en los que puede ser trabajada la coliflor de acuerdo con la norma

anterior se clasifican en:

e Racimos grandes: Segmentos de coliflor con longitudes no menores
de 20 mm, incluyendo a las cabezas recortadas y descorazonadas. Se
permite como maximo un 10 % de la carga total de racimos con longitud
menor a la establecida.

e Racimos pequefios: Segmentos individuales de coliflor con longitudes
de entre 6 y 20 mm, incluyendo a las cabezas recortadas y
descorazonadas. Permitiendo como maximo un 20 % de la carga total
de racimos con longitud mayor a 20 mm, y un maximo del 10 % para
racimos con longitud menor a 6 mm; este es la presentacién que trabaja

las empresas que proporcionaron el material para este trabajo.
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2.3.2.1  Factores de calidad en coliflor congelada
El grado de calidad de la coliflor congelada de acuerdo con la (USDA, 1996) esta

basado en el reconocimiento y cumplimiento de prerrequisitos tales como
uniformidad de caracteristicas presentes en la muestra fresca respecto del olor,
apariencia y factores de calidad como ausencia de manchas, de hojas dafadas y
de dafios mecanicos, ademas de caracteristicas de textura, defectos de coloracion,
estructura y compacidad de la pella (USDA, 1996). Para efectos de la Norma CXS
111-1981 del Codex Alimentarius, la Tabla 4 muestra los factores de calidad que
deben cumplir las coliflores frescas antes de ser sometidas al proceso de

congelacion.

Adicionalmente, las coliflores deben estar exentas de sabores u olores extrafos,
incluyendo materia extrafia e inclusive arena o tierra, es posible que se puedan
afadir ingredientes facultativos dentro de los cuales estan permitidos la sal y
condimentos tales como especias y hierbas aromaticas. De igual manera, se
permite el uso de aditivos alimentarios como acido citrico o acido malico utilizados
en el agua de escaldado o enfriado (Codex Alimentarius CXS 111-1981, 2019).
Una vez congelada la coliflor, esta puede ser clasificada en grado A, grado B o
grado subestandar dependiendo del nivel de cumplimiento que presente el lote

completo de coliflores congeladas en cuanto a factores establecidos de calidad.

2.3.2.2 Color
La coloracion de un producto alimenticio representa la caracteristica sensorial de

mayor relevancia en cuanto a las preferencias del consumidor. Los cambios en la
coloracién de un alimento durante su cocinado representan el grado de impacto,
tanto positivo como negativo de las condiciones de procesamiento (Sharma et al.,
2021). Las coliflores que se someten a un congelamiento rapido deben mantener
la uniformidad blanca o blanco crema en la tonalidad de la pella; sin embargo, es
aceptable que presente leves coloraciones verdes, amarillas o rosas. De la misma
manera, los tallos pueden ser de color verde claro o presentar una ligera coloracion
azul (Codex Alimentarius CXS 111-1981, 2019).
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Tabla 4. Factores de calidad que deben cumplir las coliflores frescas antes de ser
sometidas al proceso de congelacion

Factor de calidad | Descripcion

Partes Tonalidades grisaceas, verdes o analogas presentes en la

descoloridas superficie.

o Defectograve: Ladecoloraciéon no desaparece
con la coccidn

e Defecto menor: La decoloracion desaparece con la
coccion

Dafo mecanico Dependiendo de la presentacion de la coliflor:

¢ Defecto en coliflor troceada: Unidad con mas del
50% de la pella danada

¢ Defecto en coliflor entera: Unidad con mas del
25% de la pella dafiada

Partes manchadas| Dafios patoldgicos o por insectos los cuales pueden
presentarse en el interior de la coliflor.
e Defecto menor: La apariencia de la unidad es
afectada ligeramente
e Defecto mayor: La apariencia de la unidad es
afectada materialmente
e Defecto grave: La apariencia de la unidad es tan
afectada que se descarta para su preparacion

Tallos fibrosos e Defecto mayor: Unidad con fibras duras muy visibles
que afectan la calidad comestible

e Defecto grave: Unidad con fibras duras de aspecto
desagradable que descartan el producto

Superficies Unidad con cortes profundos o aspecto defectuoso
mal

recortadas

Mal desarrollo Unidad con pellas que presenten arrozado o de

o] consistencia blanda o pulposa
compactacion

Hojas Unidad con hojas verdes duras o con secciones donde la
verdes hoja no se encuentre completamente adherida
gruesas

Fuente: (Codex Alimentarius CXS 111-1981, 2019)
El color representa el atributo mas importante en cuanto la apariencia, no es de
sorprenderse que cambios indeseables en este factor lleven al rechazo por parte
del consumidor, lo que afecta el valor de mercado. El color es comunmente
asociado con la calidad, frescura y aspectos nutricionales. Sin embargo, el color
también es empleado como indicador de los tratamientos térmicos, tal es el caso
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del escaldado, donde permite evaluar la severidad y pérdida de calidad (Xiao et
al., 2017).

En el caso de altas temperaturas, la pérdida de color es atribuida al deterioro y
consecuente degradacion de los pigmentos (Zhan et al., 2019). De igual manera, se
ha demostrado que el hecho de aplicar un pretratamiento con calor y la consecuente
inactivacion de las enzimas asociadas al deterioro favorece la duracién del
almacenamiento en congelacion, tal como lo mencionaron Steinka et al., (2017), la
decoloracion en vegetales congelados como consecuencia de las actividades
enzimaticas puede evitarse mediante previa inactivacion enzimatica con

pretratamientos que empleen calor (Zhan et al., 2019).

2.3.2.3 Defectos en coliflor congelada
Se considera como defecto cualquier inconformidad respecto a una o varias

unidades de producto de acuerdo con requisitos especificos de calidad (Codex
Alimentarius CXS 111-1981, 2019).

Debido a que la congelacion de la coliflor no mejora su calidad, se debe tener en
cuenta el cumplimiento de caracteristicas deseables en tamafio, grado de
madurez y color de la coliflor fresca, de lo contrario, la coliflor congelada resultara
con presencia de defectos que afectaran la calidad comercial (Acurio Arcos y
Alvarez Beltran, 2021). De acuerdo con la USDA, (1996) las coliflores frescas y
sometidas a la congelacion deben estar libres de defectos tales como manchado
por lesiones causadas por insectos, patégenos, o cualquier otra lesion que afecte
la calidad de la coliflor. El defecto puede clasificarse como menor si hay presencia
de un manchado oscuro, el cual supere un area de 4 mm de diametro, pero sea
menor de 6 mm, o haya presencia de un manchado claro de un area no mayor a
6 mm de diametro. En contraparte, se habla de un defecto mayor cuando hay
presencia de un manchado oscuro, el cual supera un area de 6mm de diametro
(USDA, 1996). Los dafos de caracter; se refiere al conjunto de defectos presentes
en la pella que involucran la pérdida del grado de firmeza y de compactacion de
esta. Este defecto se puede subclasificar a su vez como de caracter difuso cuando

el racimo presenta pellas con flores alargadas que le otorgan una apariencia muy
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“borrosa”. De caracter arrozado, cuando el racimo presenta pellas con ramas
alargadas, esto ocasiona que los racimos presenten un aspecto suelto, abierto y
granulado, debido a su separacion. Y de caracter blando, cuando el racimo
presenta aspecto blando y flacido, ademas, la pulpa tiene un caracter muy
moldeable (USDA, 1996).

Los estudios realizados por Aparicio-Cuesta y Garcia-Moreno, (1988) permitieron
conocer el efecto de la congelacion a -22 °C en coliflores enteras sobre factores
tales como el color, donde reportan que la tonalidad en las coliflores congeladas
disminuye. Por su parte la textura de la coliflor congelada es blanday su

sabor disminuye a lo largo del tiempo de almacenamiento

2.3.2.4 Pérdida de nutrientes
Todos los procesos de conservacion conllevan con la pérdida de nutrientes

debido a su solubilidad o degradacion por el tratamiento. En el caso de la vitamina
C, la pérdida es asociada a los pretratamientos empleados antes de la
congelacion; sin embargo, factores como como la temperatura y el tiempo de
almacenamiento en el congelado también ocasiona pérdidas de vitamina C (Zhan
et al., 2019). Pilar Cano et al., (1993), reporta que la razén por la que se pierde
vitamina C en el congelamiento no es por un proceso de degradacién de la
vitamina sino por lixiviacion en el proceso y durante la descongelacion. Los
minerales son generalmente estables durante el almacenamiento prolongado en
congelacion; sin embargo, las pérdidas de estos compuestos es principalmente

durante el escaldado por lixiviacion ( Puupponen-Pimia et al., 2003).

2.4 Enverdecimiento en productos horticolas procesados
El principal compuesto asociado a la coloracion verde de frutas y hortalizas es la

clorofila, pigmento responsable del color de plantas, hojas, algas y frutos
inmaduros. Su estructura comprende atomos de carbono y nitrdgeno unidos a un
atomo central de magnesio en un arreglo de cuatro anillos de pirrol; existen dos
tipos principales de clorofila, la clorofila a y la clorofila b. La clorofila a se caracteriza
por la presencia de una cadena lateral de metilo, CHs, unido a uno de los carbonos

del anillo tetrapirrélico y da una coloracion azul-verde; por su parte, la clorofila b la
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cadena lateral de metilo es sustituida por un grupo formilo, CHO, en el carbono

numero 7 y da una coloracién amarillo-verde (Pareek et al., 2017).

La clorofila puede sufrir distintas alteraciones durante el procesamiento de los
alimentos, lo que resulta en cambios de color en los mismos. El problema mas
frecuente se da con la eliminacion irreversible del atomo de magnesio del anillo
clorofilico, lo que ocasiona la formacion de feofitina, un derivado clorofilico en el que
se da el desplazamiento del atomo de magnesio por hidrogeno, y la consecuente
formacion de feofitinas a y b, los cuales dan tonalidades cafés y verde olivo,
respectivamente. La sustitucion del magnesio puede producirse a temperatura
ambiente en soluciones con pH acido o en presencia de didéxido de azufre diluido.
La eliminacion del atomo de magnesio también puede darse por el uso de
temperaturas elevadas, aunque en este caso lo que se produce es un feoférbido, el
cual es un compuesto sin el grupo fitol ni el atomo de magnesio que da con una
coloracién verde opaco. Cuando hay presencia de minerales como zinc y cobre,
estos forman complejos con la feofitina y producen una coloracion verde, pero no
idéntica al de la clorofila. En cambio, bajo condiciones de pH alcalino se producen
otros derivados como las clorofilidas, los cuales son derivados de clorofila sin la
presencia del grupo fitol y de coloracién muy similar a la clorofila, asi como defectos
que involucran el ablandamiento del tejido vegetal, por tanto, es de gran
importancia asegurar un ajuste correcto y preciso del pH en las aguas de escalde
o enfriamiento, lo cual se logra mediante la adicidon de hidréxido de sodio (NaOH)
o hidroxido de magnesio Mg(OH), (Pareek et al., 2017).

Las investigaciones realizadas respecto al mecanismo de enverdecimiento en
coliflor son escasas. Rivera Cordova (1994) evalud la aplicacién de dos programas
de fertilizacion con adicidon de boro y materia organica como medida para eliminar
la incidencia de “pata verde” en coliflor, sin embargo, no encontré cambios
significativos en el nivel de clorofila de cada tratamiento. Bajo estas circunstancias,
en este trabajo se plantea la necesidad de utilizar el mecanismo de
enverdecimiento del ajo como un medio de referencia para evaluar el mismo

fendmeno en la coliflor.
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El ajo es una planta de importancia mundial y con importantes beneficios a la salud,
es rico en nutrientes, tiene efectos antinflamatorios, antioxidativos, entre otros.
Las plantas de ajo acumulan nitrégeno y azufre mediante la sintesis de
compuestos conocidos como sulfoxidos de S-alquilcisteina, los compuestos
azufrados son liberados durante la trituracion, la refrigeracion y el almacenamiento
con acidos monocarboxilicos (Speranza y Morelli, (2012). Durante el
procesamiento o transformacioén del ajo a subproductos como polvo, puré u otros
productos, toma una coloracién verde, la cual repercute el aspecto y, por

consiguiente, reduce la calidad comercial de los subproductos (Wu et al., 2021).

A pesar de que la alicina es reconocida como el principal tiosulfinato del ajo, los
tiosulfonatos que contienen 1-propenilo son los principales responsables de la
sintesis de estructuras necesarias para los pigmentos precursores (PP) del
enverdecimiento del ajo, conocidos como desarrolladores de color. Estos
compuestos son derivados de la isoalina en la reaccion catalizada por la enzima
aliinasa. (de Iseppi et al., 2021; Wu et al., 2021).

El mecanismo de enverdecimiento en ajo se muestra en la Figura 3, de manera

general, este mecanismo consta de 3 etapas:

En la primera se forman los sulfoxidos de S-alquilcisteina através de la interaccién
de la aliina (sulféxido de S-alilcisteina) y la isoalina (S-1-propenilcisteina) (de Iseppi
et al., 2021). En la segunda etapa se forman los tiosulfonatos derivados de la
actividad de la enzima aliinasa y los sulféxidos de S-alquilcisteina durante la ruptura
de la célula por maceracion, corte o trituracién. La aliinasa hidroliza los sulfoxidos
de S-alcal- cisteina y promueve la formacién de amoniaco, acido piruvico y acido
sulfénico. Posteriormente, el acido sulfénico sufre de una autocondensacion
espontanea para convertirse en tiosulfinatos que contienen 1 propenil. (Lancaster
y Collin, (1981); Li et al, (2015), Shimon et al., (2007) citado en (de Iseppi et al.,
2021)). Finalmente la formacion de pigmentos a través de N sustitucion de los
tiosulfinatos para dar 3-4 dimetilpirroles que reaccionan con tiocarbonilos y
forman los precursores de pigmentos caracteristicos de la coloracién en los

bulbos. (Comparini et al., (2018); Kubec et al., (2017) Los pigmentos amarillos son
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resultado de la interaccion entre los productos derivados de la isoalinina y el acido
piravico, mientras que los pigmentos azules son resultado de la interaccion de
precursores con la alicina. (de Iseppi et al., 2021). Los aminoacidos involucrados
en la produccion de los pigmentos del ajo son: alanina, glutamina, acido glutamico,
asparagina, acido aspartico, arginina y lisina. Lee et al (2010) demostraron que
aminoacidos como la histidina, serina y la cisteina no estan relacionados con la
sintesis de pigmentos (Cho et al., 2009; Kubec y Velisek, 2007; de Iseppi et al.,
2021).

El enverdecimiento del ajo se puede controlar mediante la regulacion de factores
de prevencion en el almacenamiento y procesamiento, asi como de factores
ambientales que incluyen a la temperatura, atmésferas controladas, control por
acidificacién, tratamientos térmicos y secado (Zang et al. (2013); Madhu et al.
(2019).

La regulacién de la temperatura permite controlar la actividad de la enzima y-
glutamil transpeptidasa (GGT) involucrada en la biosintesis de los sulfoxidos de S-

alcal-cisteina, precursores del enverdecimiento. (de Iseppi et al., 2021).

/7 Sulféxidos-1-
“~___ propenilcisteina__~

v v

" Tiosulfonato 1- Aliinasa " Tiosulfonato di(1-
\\\,, propenil \\—\,, propenil)
——— il . ~ [ Compuestos
aminados |

Acido Pirtvico .
Precursores de
“._pigmentos (PP) _~

T

P S Sulféxido S-2-
o Pigmento > propenilcisteina
___amarillo Aliinasa
Tiosulfonato di(2-
propenil)
=g SRR Pigmento
<;\Pi|§mento %fuL/) —___amarillo ;//>

A 4
Pigmento
verde

Figura 3 Ruta de sintesis de los pigmentos amarillos y verdes relacionados al
enverdecimiento del ajo (de Iseppi et al., 2021; Wu et al., 2021)
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2.5 Regulacion de factores asociados al enverdecimiento
En el almacenamiento, temperaturas de -3 °C inhiben casi completamente la

actividad de las enzimas; temperaturas mayores a 35 °C inactivan térmicamente
la GGT, lo que resulta en el bloqueo de la ruta de enverdecimiento debido a que
los sustratos de la enzima participan en otras rutas de degradacion. (Volk et al.,
2004; Li et al., 2008; Zhang et al., 2013). Por otro lado, las altas temperaturas
empleadas en el escaldado inactivan las enzimas como la aliinasa y GGT, ambas
enzimas presentan poca tolerancia a las condiciones de escaldado por lo que se
inactivan totalmente después de 30 minutos a 70 °C la GGT y en 15 minutos a 90
°C la aliinasa. (Huang et al., 2019 ; Yin et al., 2019 ; de Iseppi et al., 2021). Es
importante que la regulacion del proceso se realice antes de que la aliinasa haya
formado tiosulfinatos, ya que la conversion de estos ultimos compuestos en

pigmentos se ve favorecida en altas temperaturas.

Las condiciones de pH influyen en las reacciones enzimaticas y no enzimaticas
involucradas en el enverdecimiento, pH menores a 3.0 tienen efectos importantes
en la inhibicion de la degradacién del pigmento azul necesario para el
enverdecimiento del ajo. Debido a que el pH del ajo se encuentra en rangos de 4.5
a 5.5 es necesario realizar la acidificacion del medio utilizando acidos organicos
como acido ascorbico, acido malico y acido citrico, los cuales no afectan la
integridad de la membrana de células vegetales y, por tanto, no permiten que la
enzima actue sobre su sustrato durante los procesos de corte o0 maceraciéon (de
Iseppi et al., 2021; Wu et al., 2021).

El control por atmdésferas modificadas; es decir, cambiando la concentraciéon de
oxigeno y diéxido de carbono en el ambiente, previene la decoloracion del ajo
fresco durante su almacenamiento, y prolonga la calidad del ajo debido al retraso
del deterioro. El principal inconveniente de esta regulacion se da durante el
transporte y almacenamiento debido al cambio en las condiciones ambientales, lo
cual puede provocar la consecuente reactivacion de la enzima involucrada en el

proceso de decoloracién (de Iseppi et al., 2021).
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La reduccion de la actividad de agua por secado limita la actividad de reacciones
enzimaticas y no enzimaticas, este es el caso de la alicina, enzima involucrada en
el enverdecimiento del ajo, la cual presenta disminucion de su actividad durante el

secado (de Iseppi et al., 2021).

El enverdecimiento de coliflor (Figura 4) representa una problematica actual para
las plantas procesadoras de esta hortaliza. Este problema incluso puede detectarse
desde el momento del corte, y los usuarios han reportado que se acentua durante
el escaldado y el posterior enfriamiento permaneciendo en los productos
congelados y en la mayoria de las ocasiones excede el 10 % permitido. El
enverdecimiento ocasiona pérdidas de entre 5y 7 % del valor comercial respecto

a un producto grado A sin enverdecimiento.

Existe poca literatura e investigacion referente al enverdecimiento en productos
horticolas. Por ello, el analisis de coliflor congelada comercialmente y que presente
este fendmeno es de importancia para conocer los puntos criticos donde se puede
actuar y asi poder controlar o inhibir las reacciones involucradas mediante cambios
en el tipo de procesamiento realizado o en los parametros involucrados:

temperatura y tiempo empleado.

Figura 4 Floretes de coliflor blanca variedad botrytis a) crudos sin presencia de
enverdecimiento, b) tras salir del proceso de escaldado, c) tras haber pasado por
el enfriamiento
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3 JUSTIFICACION
Dos exportadoras de hortalizas congeladas, ubicadas en Querétaro y en

Aguscalientes, presentan un problema en la coliflor congelada referente al
desarrollo de color verde conocido como “pata verde”. A pesar de que este
problema no es reconocido como un defecto que el Departamento de Agricultura
de Estados Unidos (USDA) penalice, si es un factor que repercute en la
comercializacion del producto final debido a que el limite aceptable de “pata verde”

para exportacion comercial se encuentra entre el 10 y 20 %.

El enverdecimiento de la coliflor se acentua durante el proceso de escaldado, a
pesar de que se alcanzan temperaturas en las que previamente se ha reportado la
inactivacion de la enzima mirosinasa. Si bien el mecanismo de enverdecimiento ha
sido previamente dilucidado en el ajo, en la literatura cientifica no hay evidencia de
estudios asociados a este problema en coliflor, por lo que hay nula informacion
respecto al efecto que presentan los productos de descomposicion de los
glucosinolatos formados por hidrélisis enzimatica de la mirosinasa sobre el
enverdecimiento de la coliflor. Por este motivo, el propdsito del presente trabajo es
evaluar los compuestos involucrados en el enverdecimiento de la coliflor después
de su procesamiento térmico y almacenamiento en congelacién, con el fin de evitar

o reducir el problema y disminuir las pérdidas comerciales que se generan.
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4 OBJETIVOS
Objetivo General

e Caracterizar quimica y enzimaticamente el enverdecimiento de coliflor

congelada en las etapas de tratamiento térmico y almacenamiento a -20°C.
Objetivos Especificos

e Evaluar la calidad visual y la composicion quimica de muestras con y sin
enverdecimiento de cada etapa del proceso.

e Comparar el efecto de distintos tipos de escaldado (escaldado en agua
caliente, vapor y microondas) en el desarrollo del enverdecimiento de floretes
de caoliflor.

e Cuantificar el contenido de glucosinolatos y la actividad de la enzima

mirosinasa en muestras con y sin enverdecimiento.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1Material biologico

Los floretes de coliflor fueron proporcionados por dos empresas congeladoras de
coliflor ubicadas en Querétaro y Aguascalientes. Se obtuvieron lotes de muestra de
las etapas de recepcion, escaldado y congelado de la empresa Ay de la etapa de
Escaldado/Congelado de la empresa B. Ademas, se obtuvieron pellas recién
cosechadas por los productores, asi como pellas procedentes de un mercado local

para reproducir el proceso de congelacion en condiciones de laboratorio.

‘ Empresa A ’ ‘ Empresa B ‘

Recepcion de materia prima Recepcién de materia prima (pella)

(floretes)

.

| Lavado en agua clorada (100 ppm) |

| Escaldado en agua (94°C, 905s) |

2

Enfriado con aguaa4°C |

Congelacién y almacenamiento a
-20°C

y corte

2

| Lavado en agua clorada (100 ppm) |

| Escaldado en agua (92 °C, 805s) |

3

| Enfriado con aguaa4°C |

2

Congelacién y almacenamiento a
-20 °C

llustracion 2. Diagrama de flujo del proceso de congelacion de la empresa Ay B.

5.2Estrategia experimental

El trabajo experimental se llevd a cabo en 3 etapas; en la primera y de manera
exploratoria, se analizaron muestras por calidad visual, porcentaje de
enverdecimiento, color, contenido de clorofila y actividad enzimatica (peroxidasa).
En la segunda etapa las muestras fueron escaldadas y congeladas en condiciones
de laboratorio se recred el proceso de escalde y congelacién empleado en las
empresas en condiciones de laboratorio y evaluando tres sistemas de escaldado
(agua, microondas y vapor), se llevé a cabo la seleccion de coliflores blancas con
ausencia de danos fisicos y mecanicos, posteriormente las muestras se sanitizaron
en una solucion de agua con hipoclorito de sodio a 100 ppm y fueron sometidas al
proceso de escalde en agua potable, en vapor y por microondas para continuar con

el enfriamiento en agua (4°C) y finalmente, la congelacién y almacenamiento a -
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20°C hasta su analisis.). En la tercera etapa se evalu6 el contenido de
glucosinolatos y la actividad de la enzima mirosinasa en muestras frescas blancas

y enverdecidas.

ETAPA
. | ETAPA 1 | | ETAPA 2 | | ETAPA3
PROCEDENCIA Empresa | Empresa Empresa Ay Mercado Blanca y Enverdecida
DE LA
MUESTRA A B Local Escaldadas
Blanca
. Escaldada en
Enverdecida Blancay agua, vapor
MUESTRA Escaldada Enverdecida y microondas
Congelada por90y 180s
L*
a*
» Q| Croma
(2]
2 § Hue
Z <
<¥ | Clorofila
Peroxidasa
Glucosinolatos
Mirosinasa
llustracion 3. Diagrama de la estrategia experimental seguida en cada etapa.
5.3Métodos

5.3.1 Calidad Visual y porcentaje de enverdecimiento
La calidad visual de los floretes de coliflor se evalué a través del registro fotografico

con una camara CANON (EOS Rebel t7i), se tomaron fotografias de la zona del
florete y del tallo a cada una de las muestras analizadas. El porcentaje de
enverdecimiento se determiné evaluando el peso (g) enverdecido de cada

tratamiento respecto al peso (g) total.

5.3.2 Determinacion de color
Se determind el color en los floretes de coliflor mediante un Colorimetro Konica

Minolta modelo CR-400 (Minolta, Inc, Tokyo, Japdn), utilizando un iluminante D65 y
observador a 10°. Para cada florete seleccionado se determinaron las coordenadas
del sistema CIELab; luminosidad (L) que indica el color blanco o brillo de las
muestras, sus valores varian entre 0 y 100; por su parte la coordenada a* indica las

tonalidades de verde (-a*) a rojo (+a) y la coordenada b* indica las tonalidades de
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azul (-b*) a amarillo (+b). Con los valores de las coordenadas se calcul6 el croma
(C) (Férmula 1) y el angulo de matiz (Hue = H) (Férmula 2) (Comision Internacional
de le Eclerage, 1976).

Croma = +/a? + b?

Férmula 1. Croma.

b
Hue = arc tana

Formula 2. Angulo de matiz.

5.3.3 Cuantificacion de clorofila
El contenido de clorofila se determin6 mediante el método descrito por

(Lichtenthaler, 1987), el cual se baso en la medicidon de la absorbancia de la clorofila
ay b enrangos en 663 nmy 647 nm, respectivamente. Para esto, se tomaron 10 g
de muestra enverdecida, la cual se molié con 15 ml de una solucién acetona:agua
(80:20; v/v) y se centrifugd durante 10 minutos a 13,5000 x g. El sobrenadante se
concentr6 con corriente de N, gaseoso, la solucidon se colocé en un
espectrofotometro y se midié la absorbancia a 663 y 647 nm para determinar la
clorofila a y b, respectivamente. Los resultados se expresaron en Miligramos de

clorofila por gramo de peso fresco (mg/ g FW). (Drabinska etal., 2021).

5.3.4 Determinacion de glucosinolatos
Para determinar el contenido de glucosinolatos, se siguio el protocolo descrito por

(Mawlong et al. 2017). Se homogenizaron 0.25 g de muestra con 5 ml de metanol
80%, la mezcla se dej6 agitando por 14 horas a temperatura ambiente,
posteriormente, se centrifugé a 8000 rpm por 15 min y se filtré y recupero el
sobrenadante al que se le denominé solucion A. A continuacion, se tomaron 100 pl
y se afadieron a 1.5 ml de tetracloropaladato de sodio 2 mM para obtener la solucion
B. La solucion B se dejo incubar 1 h a temperatura ambiente y se leyé la absorbancia
en microplaca de 96 pozos a 425 nm en un lector de microplaca Bio-Rad modelo
iMark.
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5.3.5 Determinacion de la actividad enzimética

5.3.5.1 Actividad de peroxidasa

La actividad de la enzima peroxidasa se determiné por el protocolo de (Zhang et al.,
2005) con base en la prueba del guayacol. Para obtener el extracto enzimatico de
peroxidasa se homogenizaron 2 g de tejido de coliflor con 10 ml de buffer fosfato
0.05 M (pH 7.0), y Polyclar AT (polivinilpirrolidona insoluble). La mezcla se centrifugd
por 15 min a 16000 g y 4°C, se tomo el sobrenadante al cual se le denominé extracto
enzimatico crudo. La actividad enzimatica se realizé utilizando guayacol como
sustrato en una mezcla de reaccion con volumen total de 3 ml (25 yl de extracto
enzimatico, 2.73 ml de buffer fosfato 0.05 M (pH 7.0), 0.1 ml de perdxido de
hidrogeno H,0, y 0.15 ml de guayacol). Se midieron incrementos en absorbancia a
470 nm cada 15 s durante 3 min, la unidad de actividad enzimatica se defini6 como
la cantidad de enzima que provocaba un cambio de 0.001 en la absorbancia por m
inuto. El blanco se realizé cambiando la cantidad de tejido por agua destilada en la

misma proporcion.

5.3.5.2 Actividad de mirosinasa
La determinacion de la mirosinasa (EC 3.2.1.147; tioglucésido glucohidrolasa) se

sigui6 el protocolo descrito por Charron et al., (2005) con modificaciones. Para la
extraccion de la enzima se pesaron 6 g de muestra y se le afadieron 15 ml de buffer
citrato fosfato (30 mM y pH 7.0) que contenia 1 mM de EDTA. Después de
homogenizar, se centrifugd a 11600 rpm por 5 min (4°C) y se recuperd el
sobrenadante, al que se denominé solucion de mirosinasa. El ensayo de actividad
se realizd por método espectrofotométrico; se prepard una mezcla de reaccion con
volumen de 1.5 mL el cual contenia 50 yl de solucién de mirosinasa, 1.35 mL de
buffer citrato fosfato (32.22 mM; pH 6.5) que contenia 1.07 mM de EDTA, y 100 pl
de una solucién de sinigrina (37.50 mM). El blanco se prepard sustituyendo el
volumen de sinigrina por el mismo volumen de agua. Se midi6 la absorbancia a 290
nm durante 5 minutos en un espectrofotdmetro, se determind la actividad enzimatica

utilizando 6780 (M~*cm™1) como coeficiente de extincion molar.
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5.3.5.3 Determinacién de proteina por Bradford para actividad especifica
de proteina

Se tomaron 6 g de coliflor los cuales se homogenizaron con 15 mL de buffer de
extraccion citrato fosfato 30 mM (pH 7.0) que contenia 1 mM de EDTA, después de
la centrifugacion a 11600 rpm por 5 min (4°C) el extracto fue filtrado y se tomo el
sobrenadante. Posteriormente, se tomaron 100 ul del filtrado los cuales se aforaron
a 2 mL con el buffer de extraccién; se volvié a tomar 100 pl del aforado y se
afiadieron a la microplaca de 96 pozos junto a 130 ul de reactivo de Bradford, la
reaccion se dejo incubar a temperatura ambiente por 2 minutos y se midio la
absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas Bio-Rad modelo iMark, para la
medicion del blanco se sustituyeron los 100 pl de aforado por buffer de extraccion
(Bradford, 1976).

5.3.6 Procesado en condiciones de laboratorio

5.3.6.1 Escaldado en agua caliente

En un recipiente de acero inoxidable se vertieron 1 L de agua y se calent6 en estufa
comercial hasta alcanzar la temperatura de 92-95°C. Se tomaron porciones de
350 g de muestra para ser depositadas en el agua de escalde por tiempos de 90 y
180 s (Ahmed y Ali, 2013).

5.3.6.2 Escaldado en vapor
En un recipiente de acero inoxidable se vertieron 1000 ml de agua y se calentaron

hasta alcanzar la temperatura de 92-95°C para posteriormente tapar el recipiente,
una vez se genero el vapor de agua, se tomaron porciones de 350 g y se colocaron

en el interior del recipiente por tiempos de 90 y 180 s (Ahmed y Ali, 2013).

5.3.6.3 Escaldado en microondas
Se utilizé un horno microondas (1000 W). Las porciones de 350 g se colocaron en

un recipiente de vidrio tipo Birex con 15 ml de agua, el tiempo de escaldado dentro
del microondas fue de 90 y 180 s (Ahmed y Ali, 2013).

5.3.6.4 Enfriamiento
Las muestras escaldadas se escurrieron y se colocaron en un bafio de agua-hielo

(4°C) por el mismo tiempo que durd el escaldado o hasta que el interior de la coliflor
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alcanzé una temperatura interna de 30°C. Posteriormente, las muestras fueron
congeladas (Volden et al., 2009).

5.3.6.5 Congelacién
La congelacion se llevd a cabo usando nitrogeno liquido. Los productos

congelados se envasaron en bolsas de polietileno de baja densidad con
volumenes de 500 g, una vez envasados las muestras se almacenaron a -20°C.
(Gonzalez-Hidalgo et al., 2019; Messing, 2015).

5.4Disefio experimental y analisis estadistico
El disefio experimental utilizado en cada etapa se muestra en la llustracion 4. Los

datos obtenidos en las variables de color, contenido de clorofila total, contenido de
glucosinolatos, actividad de POD y Mirosinasa se analizaron estadisticamente a
través de un analisis de varianza (p = 0,95) y cuando correspondié se compararon

las medias utilizando el test de Tukey (p < 0,05).

Factor Nivel Respuestas

Region de la Empresa A L:
muestra EmpresaB a

Croma
Etapa 1 Blanca Hue
X Enverdecida Clorofila "
Tipo de v - Factor Nivel Respuestas
muestra
Congelad —_
Tipo de Blanca Glucosinolatos
muestra Enverdecida Mirosinasa
Factor Nivel Respuestas ) Agua
— Etapa3 & Tipode Vapor
Region de la EmpresaA a* escaldado  \jcroondas
muestra MercadoLoca  Peroxidasa
. Tiempo de 90s
Tipo de Blanca escaldado 180s
muestra Enverdecida —
Etapa2 L_
Tipo de @ua
por
EScaldado Microondas

Tiempo de 90s
escaldado 180s

llustracion 4. Disefio experimental en cada etapa de la estrategia experimental.
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Los tratamientos evaluados en cada etapa fueron los siguientes.

Tabla 5. Tratamientos evaluados en la experimentacion.

Tratamiento | Tipo de muestra | Tipo de escaldado | Tiempo de escalde (s)
BC Blanca N N
BA90 Blanca Agua 90
BA180 Blanca Agua 180
BV90 Blanca Vapor 90
BV180 Blanca Vapor 180
BM90 Blanca Microondas 90
BM180 Blanca Microondas 180
VC Verde N N
VA90 Verde Agua 90
VA180 Verde Agua 180
VVa0 Verde Vapor 90
VV180 Verde Vapor 180
VM90 Verde Microondas 90
VM180 Verde Microondas 180

N: No se realizé escaldado. BC: Coliflor blanca fresca; BA90: Coliflor blanca escaldada en agua por
90 s; BA180: Coliflor blanca escaldada en agua por 180 s; BV90: Coliflor blanca escaldada en vapor
por 90 s, BV180: Coliflor blanca escaldada en vapor por 180 s; BM90: Coliflor blanca escaldada en
microondas por 90 s; BM180: Coliflor blanca escaldada en microondas por 180 s; VC: Coliflor verde
fresca; VA90: Coliflor verde escaldada en agua por 90 s; VA180: Coliflor verde escaldada en agua
por 180 s; VV90: Coliflor verde escaldada en vapor por 90 s, VV180: Coliflor verde escaldada en
vapor por 180 s; VM90: Coliflor verde escaldada en microondas por 90 s; VM180: Coliflor verde
escaldada en microondas por 180 s.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1Etapal

En muestras de coliflor de las etapas de proceso (fresca, escaldada y congelada)
se evaluo la apariencia visual y el % de enverdecimiento; asi como el color,
contenido de clorofila, contenido de proteina y la actividad de la peroxidasa. De la
empresa A se tuvo acceso a muestras en las 3 etapas de proceso, pero en la
empresa B solo se proporciond muestras de la ultima etapa, escaldadas-

congeladas.

6.1.1 Calidad Visual
Para que las empresas reciban la materia prima evaluan la calidad con la que llega

del campo; en las especificaciones que establece la USDA en el documento “United
States Standards for Grades of Frozen Cauliflower” del afo 1996, la materia prima
no debe exceder mas del 8 % de defecto en la uniformidad de color; sin embargo,
el fendbmeno de enverdecimiento o “pata verde” no esta declarado en dicha norma
como tal. En este sentido, las empresas mexicanas dedicadas a este rubro han
establecido de manera interna un estandar que les ha permitido lograr los grados A
y B en la calidad exigida para poder exportar el producto congelado. No es claro el
% de enverdecimiento que se acepta, pero por experiencia las empresas saben que
si la materia prima fresca recibida por el productor rebasa el 10 % de defecto en
uniformidad de color se puede llegar a tener el doble (20 %) de este defecto en el

producto procesado.

De acuerdo con USDA (1996) el grado A en la coliflor congelada no debe rebasar el
5 % de defectos incluyendo los de color y el grado B o subestandar no mas del 10%.
Con la experiencia, las empresas mencionan que se puede aceptar materia prima
hasta con un 10 % de defectos visuales particularmente con tallo verde para poder
cumplir con los requisitos para el grado A. Sin embargo, cuando el porcentaje es
mayor, se prevé que en proceso se llegara a alcanzar cerca del 20 %, lo que
representa una merma considerable, y la empresa destinan personal para que
eliminen de manera manual las muestras enverdecidas y pueda cumplir la

normatividad. La apariencia visual y el % de enverdecimiento (% EV) de muestras
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de coliflor de las diferentes etapas de proceso de las dos empresas se muestra en
la Tabla 6; los resultados indican que las muestras de coliflor fresca presentaron
menos del 10 % de enverdecimiento; mientras que las escaldadas en agua a 94 —
96 °C por 90 s presentaron un 16.8 % y las muestras congeladas 27.6 % en la
empresa Ay de 14.8 % en muestras escaldadas-congeladas en la empresa B;

ambas muestras congeladas superan el limite establecido por la USDA (10 %).

Tabla 6. Apariencia de muestras de coliflor otorgadas por la empresa Ay B.

Etapa de

Empresa
proceso

Apariencia visual | % EV

Fresca

(o)
Blanca 0%

Fresca

(o)
Enverdecida <10%

Escaldada
(Agua 94-96
°C/905s)

16.8%

Congelada

0,
(20°C) 27.6%

Escaldada-
congelada
(Agua 92-94
°C /80 s)

14.8%

Aunque este defecto no impacta en el sabor ni en la inocuidad de las muestras, si
es un problema que llega a representar pérdidas econémicas. Las muestras que

presentan enverdecimiento, que han sido retiradas de las muestras congeladas, se
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someten a reproceso para obtener otras presentaciones, ya sea como deshidratado
0 en polvo el cual se destina para el consumo animal debido a su alto contenido de
proteina (17.64 %), representando un producto de menor ganancia para las

empresas.

6.1.2 Determinacion Colorimétrica
El color es uno de los atributos de los alimentos y en productos congelados puede

definir la compra (Petzold, et al. 2014). El color puede evaluarse a través de sus
coordenadas definidas como luminosidad (L= 0 es negro puro; mientras L=100 es
blanco puro), y los tonos verde-rojos denotados como “a”; asi como los tonos azul-
amarillo denotado como “b”. Los valores de “a” como de “b” van de -60 a +60
(McGuire, 1992). La coliflor fresca sin enverdecimiento presenta una luminosidad
de 82.415, la cual disminuye un 7.5 % (L=76.305) en muestras enverdecidas y un
27.4 % (L=59.86) con el escaldado sin disminuir mas en las muestras congeladas
(L= 58.73) (Tabla 7). Mientras que los valores de la coordenada “a” aumentan 5
veces y los valores de Hue aumentan 30%. Como se menciond, no se pudo contar
con muestras frescas ni escaldadas de la empresa B; sin embargo, se observa que
los valores de las coordenadas de color de las muestras escaldadas-congeladas
son similares a las muestras de la empresa A. Lee y Cho (2019) reportaron valores
similares de L* (82.5) en coliflor blanca fresca asi como la disminucion después de
aplicar el escaldado en agua por 180 s, los valores de L* fueron similares a los
obtenidos en muestras de la empresa A, pero mayores a los de la empresa B;
Volden et al. (2009) analizaron dos variedades de coliflor blanca, “Aviso” y
“Flamenco”, y dos variedades verdes “Celio” y “Emeraude”; y obtuvieron valores de
L* similares (82) al de la coliflor blanca pero menor comparado con la coliflor verde
(50-55). Este mayor valor de L* en coliflor blanca también fue reportado por Gu,
Wang et al. (2015) quién analizo coliflores verdes del tipo “Loose curd”, reportando
valores de -a* de -1.4 a -4.4, los valores mas altos de a* en coliflor blanca indican

que las diferencias también pueden atribuirse a la variedad de cultivar empleada.
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Tabla 7.Determinacion de color en muestras de coliflor en diferentes etapas de

proceso.
_ Color
Empresa | Tratamiento L a* Croma Hue
Slanca 824+22a | -0.7t03a | 115+18a | 937+20a
resca
E”‘éerdec'da 763+3.0b | -1.9+05b | 13.2+14a | 984+20a
A resca
Escaldada | 5qq9,07c | .35+07c | 61:19b | 1259+51b
enverdecida
congelada | 5574 10c | 43:04c | 7.8+03b | 1237+28b
enverdecida
Escaldada 63.6+3.9a 17+06a 114+23a 99.1+42a
B Blanca
Escaldada | g 34512 | -32+07b | 140 +£3.0b |1036+3.7b
enverdecida

Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar. Valores con letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0.05. entre filas por empresa.

6.1.3 Contenido de Clorofila

La clorofila es el compuesto caracteristico responsable de la coloracion verde en
productos horticolas (Lancaster et al. 1997). En las muestras de coliflor de la
empresa A que presentaron el defecto de enverdecimiento no se evidencié la
presencia ni de clorofila a ni de la clorofila b (Tabla 8), lo cual coincide con lo
reportado por Guzman et al. (2012) quienes no obtuvieron clorofila en coliflor blanca,
por su parte, Podscedek (2007) reporté que la coliflor blanca contiene cantidades
insignificantes de clorofila o menores a 0.03 mg/g. Por otro lado, en las muestras de
la empresa B se pudo cuantificar un bajo contenido de clorofila total de 0.027 mg/g
en coliflor escaldada-congelada, lo cual coincide con lo reportado por Izadpahan et
al. (2022), quienes reportaron los mismos contenidos (0.027 mg/g) en coliflor blanca
cv. Clapton y 0.567 mg/g en coliflor verde cv. Trevi. A pesar de los hallazgos de
clorofila en las muestras de la empresa B, la coliflor blanca no mostré diferencia
significativa respecto a la coliflor enverdecida en el contenido de clorofila total, los
resultados sugieren que la clorofila no es el compuesto responsable del

enverdecimiento de la coliflor congelada.
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Tabla 8. Contenido de clorofila (ng/g) en coliflor de diferentes etapas de proceso.

Clorofila (mg/g)
Empresa Tratamiento
Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
Blanca Fresca ND ND ND
Enverdecida ND ND ND
Fresca
A Escaldada ND ND ND
enverdecida
Congelada ND ND ND
enverdecida
Escaldada Blanca | 0.009 + 0.001a | 0.017 + 0.002a 0.026 + 0.003a
B Escaldada 0.010 + 0.002a | 0.018 +0.003a | 0.27 +0.005a
enverdecida

Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar. Valores con letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0.05. entre filas por empresa. ND: No detectado.

6.1.4 Actividad de la Peroxidasa

Uno de los parametros que usan las empresas dedicas al procesamiento del frutas
y hortalizas es el control de la actividad de las enzimas responsables de cambios
de calidad; entre ellos cambios de color, de degradacion de vitaminas, cambios de
textura y sabor (Koksal y Giulgin, 2008). Tradicionalmente las empresas
congeladoras usan como pretratamiento al escaldado como un método para
inactivar enzimas, usando a su vez como control de dicho tratamiento a la actividad
de la enzima peroxidasa (E.C. 1.11.1.7) ya que se ha reportado que ésta es la
enzima la mas termoresistente presente en vegetales (Kdksal y Gulgin, 2008), se
ha reportado que la temperatura de 70 °C no afecta la actividad de la peroxidasa
(Sakharov et al. 2002) por lo cual temperaturas de 80 a 98 °C suelen usarse en los
tratamientos. En este trabajo, se determind la actividad de peroxidasa en muestras
de coliflor fresca tanto blanca como enverdecida de la empresa A; los resultados
indican que las muestras enverdecidas frescas presentaron 80 % mas actividad
enzimatica que la coliflor fresca blanca; después del escaldado y en la congelacion
realizada por la empresa la actividad enzimatica fue nula. Llama la atencion que se
encontré una actividad de 130.44 UPOD/g mucho mas alta a la reportada por
Ratanapongleka y Onsarn (2017) y por Soare et al. (2017), quienes reportaron
actividades de POD en coliflor blanca fresca de 15 UPOD/g y 10 UPOD/g,

respectivamente. Por su parte, la coliflor escaldada-congelada de la empresa B
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presento una actividad residual de 59.63 UPOD/g en muestras sin enverdecimiento
y de 52.83 UPOD/g en muestras enverdecidas, sin ser significativamente diferentes
entre ellas, una explicacion a la alta actividad residual de la POD puede ser
temperatura de escaldado que aplica la empresa B (88-92 °C/ 80s) es menor que la
aplicada en la empresa A (94 -96 °C/ 90 s). Zhan et al. (2018) demostraron que la
peroxidasa puede regenerarse después del tratamiento térmico, asi como en el
almacenamiento prolongado a bajas temperaturas.

Tabla 9. Actividad enzimética de peroxidasa (UPOD/g) en coliflor de diferentes
etapas de proceso.

Empresa Tratamiento Actividad de la Peroxidasa
(UPOD/qg)
Blanca Fresca 130.4+104 a
En\léerde(:lda 2352+ 41b
resca
A Escaldada ND
enverdecida
Congela(_:ia ND
enverdecida
Escaldada Blanca 590.6+20.1a
B Escaldada 52.8+214a
enverdecida

Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar. Valores con letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0.05. entre filas por empresa. ND: No detectado.

6.2Etapa 2

A nivel de laboratorio, se evalu6 el efecto de 3 diferentes tipos de escaldado (agua
caliente a 94 °C, vapor de agua y microondas 1000W) por tiempos de 90y 180 s en
muestras frescas proporcionadas por la empresa Ay en muestras frescas obtenidas
en un mercado local (ML). Los tiempos de escaldado se tomaron con base al
tratamiento que realiza la empresa A (90 s), y en estudios preliminares se evaluaron
tiempos de 120, 180, 240 y 300 s observando que a partir de 240 s las muestras
presentaban un drastico cambio en la apariencia, por ello se decidié establecer el
tiempo de 180 s como el siguiente tiempo de escaldado. Una vez aplicados los

tratamientos se evalud la calidad visual, la actividad de la peroxidasa y el color.
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6.2.1 Calidad Visual
El escaldado en un tratamiento térmico que se utiliza como pretratamiento a

procesos de deshidratacion y congelacion de productos horticolas con la finalidad
de evitar cambios en la calidad durante su proceso o almacenamiento. En particular
en el proceso de congelacion de coliflor el escaldado mas utilizado es en agua
caliente; a pesar del problema de enverdecimiento reportado en la empresa A, la
omision del escaldado puede provocar que las muestras congeladas presenten aun
mas cambios indeseables durante su almacenamiento. Por esta razon se evaluaron
el tratamiento con vapor y con microondas como posibles alternativas al proceso de
escaldado tradicional utilizado por la empresa que permitan disminuir o prevenir el
enverdecimiento de la coliflor escaldada y congelada. ElI porcentaje de
enverdecimiento (Tabla 10) fue menor en muestras escaldadas con agua caliente,
que en microondas y que en vapor y en todos los tratamientos a mayor tiempo de
proceso.

Tabla 10. Porcentaje de enverdecimiento (% EV) en la coliflor escaldada en agua
caliente (94 °C), vapor de agua y microondas (1000W).

Tratamiento | CF A0 |[A180 [Vv90 |Vv180 |[M90 | M180
% EV

EmpresaA |0 10.8 5.4 44.6 36.0 19.6 9.2

CML 0 13.8 7.0 28.0 19.6 38.0 10.2

ML= Coliflor de mercado local. CF= Coliflor Fresca; A90 y A180 = Coliflor escaldada
en agua por 90 y 180s; V90 y V180 = Coliflor escaldada en vapor por 90 y 180 s;
M90 y M180s = coliflor escaldada en microondas por 90 y 180 s.

En contra de lo esperado, las muestras escaldadas en vapor presentaron el mayor
porcentaje de enverdecimiento (Figura 5d y 5e), esto puede deberse a la naturaleza
de la muestra ya que la coliflor es una hortaliza firme, no esponjosa, donde el vapor
no pudo penetrar lo suficiente para ejercer el efecto esperado y por ende no se logra
tener un porcentaje por debajo de lo permitido por USDA que es del 20 % de
defectos, en el que se considera el enverdecimiento. El escaldado en agua y
microondas, ambos por 180 s, logré un enverdecimiento por debajo del 10 % (Figura
5c y 5g). Una sugerencia que se puede hacer a la empresa A es cambiar el sistema
de escaldado de agua por microondas, pero esto resultaria muy costoso, de manera

que lo mas viable, y de acuerdo con los menores porcentajes de enverdecimiento,
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sera sugerir incrementar al doble el tiempo de escaldado que actualmente aplica.

De manera general las muestras de mercado local (Tabla 10 y Figura 6) mostraron

un comportamiento similar a las muestras de la empresa A.

Figura 5.Apariencia visual de coliflor blanca en empresa A. a) Fresca, b) y c)
escaldadas en agua por 90 sy 180 s; d) y e) escaldadas en vapor por 90 sy 180
s; y f) y g) escaldadas en microondas por 90 sy 180 s.

Figura 6. Apariencia visual de coliflor blanca de mercado local. a) Fresca, y
escaldadas en agua b) 90 s, ¢) 180 s, vapor, d) 90 s, e) 180 s, microondas, f) 90 s,
g) 180 s.
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6.2.2 Evaluacién de color en muestras escaldadas con agua, vapor y
microondas

La coordenada de color que mejor describe los cambios de color en muestras de
coliflor enverdecida es el parametro “a”; tonalidades mas verdes se denotan con
mayores valores negativos. Los mayores valores negativos de a* se observaron en
coliflor enverdecida que en coliflor fresca sin enverdecimiento (Tabla 11). Muestras
de coliflor frescas de mercado local presentaron el doble de valor de la coordenada
“a” (-1.3) que las muestras frescas de la empresa A (-0.6), quizas debido a manejo
diferente de las muestras. Las muestras escaldadas en agua caliente y en
microondas mostraron valores mas negativos de a*, lo que indica que son muestras
con tonalidades mas verdes, aunque el porcentaje de enverdecimiento sea menor;
es decir que el escalde tanto con agua caliente como microondas disminuyen el %
de muestras con enverdecimiento, pero éste es mas intenso en tonalidad verde que
las muestras con menor % de enverdecimiento; esto sugiere que el valor de a* no
esta directamente asociado al porcentaje de enverdecimiento (% EV). En este
sentido Lancaster et al. (1997) mencionan que la expresion del color de una muestra
(su apariencia) no solo depende de los pigmentos presentes sino ademas de otros
aspectos fisicos y/o quimicos del vegetal; entre ellos la presencia de ceras, tricomas
y otras estructuras epiteliales, el tamafo de las células y topografia del propio tejido
influyen en la reflexion y refaccion de la luz incidente. En la coliflor blanca la
expresion del color depende de aspectos fisicos como la exposicién a la luz solar o

quimicos como la induccion y formacién de cromoplastos (Singh et al., 2017).

El incremento en los valores negativos de a* en coliflor ha sido reportado por Volden
et al. (2009) después de escaldar en agua caliente por 3 min y por Lee y Cho (2019)
después de escaldar por hervido y vapor; los valores reportados en ambos trabajos
fueron de 0.6 en coliflor fresca y -0.4 en coliflor escaldada, ademas reportaron el
mayor incremento en los valores de a* en muestras escaldado con vapor (200 %) a
diferencia de los resultados encontrados en este trabajo donde las muestras de la
empresa A mostraron el mayor incremento cuando se escaldaron con agua caliente
por 90 s (500 %) y por 180 s (300 %) y en las muestras de mercado local el

tratamiento en vapor disminuy6 a*. El escalde en vapor en las muestras de mercado
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local fue el unico tratamiento que mostré disminucién del valor negativo de a* (45 %
en V90s y 85 % en V180s).

Tabla 11.Valores del parametro a* y peroxidasa en muestras de coliflor escaldas
en agua caliente (94°C), vapor de agua y microondas (1000 W). Muestras de la

empresa Ay de un mercado local.

Muestra | Tratamiento a* POD (UPOD/q)
CF -0.6+0.3a 130.4+10.4b
A90 -3.7 £ 0.6 bcd 21+36¢C
A180 -2.6 £ 0.7 abc ND
Empresa
A V90 -2.1+0.2ab 84.8+259b
V180 -1.9+1.2ab 10.9+9.6¢C
MO0 -3.0 £ 0.6 abc ND
M180 -2.8 £0.9 abc ND
CF -1.3+0.3ab 116.7 £ 23.4 b
A90 -2.7+1.0bc 12.8+29d
Coliflor
g A180 -2.7+0.2 bc 0.1+0.2d
e
V90 -0.7+0.2a 86.6 £ 8.5 bc
Mercado
V180 -0.2+0.2a 70.1+36¢C
Local
M90 -2.7+0.8 bc 5.2+2.3d
M180 -2.8+0.9 bc 0.1+0.2d

CF= Coliflor fresca; A90 y A180 coliflor escaldada en agua por 90 y 180s; V90 y
V180 coliflor escaldada en vapor 90 y 180s; M90 y M180 coliflor escaldad en
microondas por 90 y 180 s. Letras diferentes denotan diferencia estadistica a p=
0.05 entre filas y por tipo de muestra.

En el trabajo desarrollado por Dos reis et al. (2015) escaldando coliflor en agua
hirviendo, vapor y microondas, encontraron que los valores de a* se mantuvieron
en un rango positivo siendo el escalde en microondas (a* = 3.5) el valor mas
pequeno, lo que es contrario a lo encontrado en el presente trabajo. Por su parte,
Mazzeo et al. (2011) reportaron un incremento de los valores negativos de a* desde
-1.4 en muestras de coliflor fresca a -2.3 y -2.4 en muestras escaldadas con agua
hirviendo y vapor, respectivamente lo que significa un incremento del 130 % en su
valor, estos tratamiento no mostraron diferencia entre ellos; sin embargo, en este
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trabajo el incremento en los valores de a* variaron de 200 % en el escalde con vapor
a 500 % en el escalde con microondas con diferencias significativas entre
tratamientos. Ademas, Pellegrini et al. (2010) reportaron incrementos de hasta
700% en los valores negativos de a* en muestras de coliflor escaldadas con vapor
respecto de las muestras frescas. En el presente trabajo, el mayor incremento de

[{Pg ]

valores negativos de “a@” fue observado en muestras escaldadas en agua caliente
provenientes de la empresa Ay en muestras de mercado local escaldadas con vapor
el valor de a disminuyo hasta 80 %. Estos resultados sugieren que el tipo y origen
de la muestra (Empresa u obtenida de Mercado local) también influyen en el efecto
que tendra cada tipo de escaldado, aunque el principio de los tratamientos es
disminuir la actividad enzimatica los cambios en las tonalidades pueden deberse a

otros factores.

6.2.3 Actividad de la Peroxidasa en muestras escaldadas con agua, vapory
microondas

La peroxidasa en una enzima que se utiliza como indice de calidad en alimentos
precocidos congelados ya que su correcta inactivacién permite incrementar la vida
util conservando caracteristicas deseables en el producto final (Pérez, et al. 2015),
esta enzima se caracteriza por poseer una alta estabilidad térmica por lo que se usa
como control de la eficiencia de los tratamientos de escaldado. La Tabla 11 muestra
la actividad de la peroxidasa en muestras de coliflor. Como es de esperarse, la
mayor actividad la presentan las muestras frescas, y esta disminuye con los
tratamientos de escaldado. El efecto mas significativo sobre la actividad resultd ser
el tratamiento con microondas (1000 W) ya que no se pudo detectar actividad
residual después del tratamiento por 90 y 180 s en las muestras de la empresa Ay
baja actividad de las muestras de mercado local. Con los tratamientos de agua
caliente, la actividad enzimatica de ambos tipos de muestra disminuyé mas de 90%
en los 2 tiempos de escaldado. Mientras que, en los tratamientos con vapor, la
actividad residual fue de 66 % en V90s y 10 % en V180s en muestras de la empresa
Ay de 75 % en V90s y 40 % en V180s de las muestras de mercado local. La
disminucién de la actividad enzimatica es atribuida a que en temperaturas mayores

a 80 °C la enzima es mas susceptible a la desnaturalizacion, las menores
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reducciones observadas después del escaldado con vapor se deben al rango de
temperatura alcanzado en el florete (50 - 65°C) ya que la actividad POD aun es
estable en ese rango de temperatura (20 - 50°C) (Faidah Rahman et al. (2012);
Koksal y Gulcin (2008). Faidah Rahman et al. (2012) y Munifa Jabeen et al. (2022)
reportaron rangos de concentraciones entre 100 UPOD/g - 210 UPOD/g en la coliflor
fresca, los cuales son consistentes con los encontrados en muestras frescas en el
presente trabajo; pero superiores a los reportados por Ratanapongleka y Onsarn
(2017) y por Soare et al. (2017) quienes reportaron valores entre 2 y 11 UPOD/ g.

Estos resultados indican la variabilidad que presenta este material biolégico.

6.3Etapa 3.
Las cruciferas deben su sabor y olor caracteristico a los glucésidos nitrogenados o

sulfurados conocidos como glucosinolatos (GLS). Se cuantificd el contenido de
glucosinolatos y la actividad de la mirosinasa en muestras de coliflor escaldada en
condiciones de laboratorio aplicando agua caliente (94 °C), vapor y microondas
(1000 W). Las muestras frescas se dividieron en aquellas que presentaron

tonalidades verdes y blancas y en ambas se realizaron las determinaciones.

6.3.1 Contenido de Glucosinolatos en muestras de coliflor escaldadas
El contenido de GLS en muestras frescas de coliflor blancas “snowball” fue de 75.64

umol/g y en muestras frescas enverdecidas de 125.28 umol/g, siendo
estadisticamente diferentes (Tabla 12). La concentracion encontrada en las
muestras frescas blancas es similar a lo reportado por Hirani et al. (2013) quienes
encontraron 72.0 umol/g en el mismo cultivar; y ligeramente mas altos a los
reportados por Bhandari y Kwak (2015) para el cv “Bridal” (67.23 ymol/g); y a los
reportados por Florkiewicz et al. (2017) en coliflor blanca “White rose” (62.25
pmol/g), pero son mas altos a los reportados por Bhandari y Kwak (2015) en coliflor

cv “Asia White” quienes obtuvieron 18 pymol/g.

43



Tabla 12. Contenido de glucosinolatos y actividad de la mirosinasa en muestras de

coliflor escaldadas en agua, vapor y microondas.

Tratamiento Glucosinolatos (GLS) Mirosinasa
(nmol/g) (umol/ min g)
Coliflor fresca blanca 75.64+£10.02 def 6.50+0.08 b
Coliflor fresca enverdecida | 125.28+11.04 a 9.41+0.42 a
BA90 52.40+14.47 fgh 2.6310.38 e
BA180 59.14+7.90 efg 1.07+0.05 g
BV90 66.2317.97 efg 4.88+0.28 c
BV180 66.20+3.42 efg 3.95+0.07 d
BM90 32.30+2.08 h 1.93+0.53 f
BM180 45.1046.74 gh 1.1610.06 g
VA90 95.9344.33 bcd 6.90+0.32 b
VA180 103.37+8.36 abc 6.37+0.35 b
VVI0 111.1944.10 ab 6.4410.19b
VV180 116.7947.45 ab 6.3310.14 b
VMO0 73.42+7.36 def 4.40+0.28 cd
VM180 79.8148.80 cde 4.104£0.56 d

Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar. Valores con letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0.05. entre filas. ; BA90: Coliflor blanca escaldada en agua
por 90 s; BA180: Coliflor blanca escaldada en agua por 180 s; BV90: Coliflor blanca escaldada en
vapor por 90 s, BV180: Coliflor blanca escaldada en vapor por 180 s; BM90: Coliflor blanca
escaldada en microondas por 90 s; BM180: Coliflor blanca escaldada en microondas por 180 s;
VA90: Coliflor verde escaldada en agua por 90 s; VA180: Coliflor verde escaldada en agua por 180
s; VV90: Coliflor verde escaldada en vapor por 90 s, VV180: Coliflor verde escaldada en vapor por
180 s; VM90: Coliflor verde escaldada en microondas por 90 s; VM180: Coliflor verde escaldada en
microondas por 180 s.

En este mismo sentido fueron muy bajos comparados a los reportados en cv.
“Botrytis” por Drabinska (2021) quien reporté un contenido de 1125 ymol/g. Por su
parte, Almishayti et al. (2021) reportaron concentraciones de GLS entre 160 y 1510
pmol/g en coliflor blanca “Botrytis” y de 230 a 850 ymol/g en coliflor verde “Botrytis”.

De manera general, los tratamientos de escaldado provocan una disminucion en el
contenido de GLS en las muestras de coliflor; siendo mas significativo en las
muestras tratadas con microondas, seguidas de las tratadas con agua caliente y
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finalmente con vapor. En muestras enverdecidas se presentd el mismo
comportamiento. Estos resultados indican que los tratamientos con vapor son
menos efectivos debido a la baja penetracién del calor en la muestra; mientras que
el tratamiento con microondas es mas efectivo pues la penetracién de la microonda
puede logra hasta 2 cm (Ramesh et al. 2002) en la muestra con una mayor

distribucion de energia lo cual puede provocar incluso una pérdida por lixiviacion.

Kapusta-Duch et al. (2015) reportaron que la concentracion de GLS en coliflor verde
“Vita verde” fue de 47.38 umol/g y disminuy6 70 % después de la coccion por 15
min lo que concuerda con lo reportado por Tiwari et al. (2015) y por Cieslik et al.
(2007) quienes demostraron la disminucion del contenido de GLS en 30 — 75 %
después de 10 - 20 min de cocinado; sin embargo, solo el 20 % fue atribuido a las
altas temperaturas y el 80 % restante fue por lixiviacion. Por otro lado, McNaughton
y Marks (2003) y Song y Thornalley (2007) observaron que la mayor disminucion de
GLS (60 — 78 %) fue durante el hervido de la coliflor, lo cual concuerda con Volden
et al. (2009) quienes registraron la mayor pérdida en el escalde (52 %) y la menor
disminucion en vapor (11 %); este efecto también se encontro en el presente trabajo.
Por su parte Pellegrino et al. (2010) reportaron que la mayor disminucion de GLS
se presento en el hervido (37 %), seguido de microondas (25 %) mientras que en el
vapor se presento incluso un incremento de GLS, este comportamiento también fue
observado por Florkiewicz et al. (2017) quiénes resaltaron el incremento de 53 %
en muestras escaldadas en vapor respecto a la coliflor fresca y que la mayor
reduccion de GLS se observo en el hervido por 10 min, ademas Nugrahedi et al.
(2014) observaron que la mayor retencién de GLS fue mayor en vapor (82 %) que
en escaldado (59 %), el incremento en el contenido de GLS puede deberse a una
desintegracion del tejido vegetal tras el tratamiento térmico debido a que parte de
GLS de las células vegetales podrian estar unidos a las paredes celulares vy
liberarse solo tras una profunda desintegracion de las estructuras celulares; (Vallejo
et al (2002) mostré que el tratamiento en vapor con tiempo de 3.5 min ocasiona
reducciones minimas en el contenido de GLS y que la inactivacion en la actividad
de la mirosinasa hasta por 90 % se consigue después de 7 min.
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Drabinska (2021) report6é que la mayor concentracion de GLS en floretes de coliflor
blanca pertenecié a los de tipo indol seguido de los alifaticos, en los tallos
predominaron los alifaticos (progoitrina y sinigrina), en floretes el glucosinolato
dominante fue glucobrasicina y en tallos fue neoglucobrasicina; este
comportamiento depende de la variedad de coliflor. Bhandari y Kwak (2015) hallaron
mayor proporcion de glucorafanina y la gluconapina en cv “Asia White”, por otro
lado, Sarikamis, Aydin y Yavuz (2017) reportaron el glucosinolato alifatico
glucoiberina como el predominante en coliflor verde “Tiguan” y “Touareg”, seguido
de 3-indolmetil del grupo inddlico mientras que en la coliflor blanca “Memphis” los
predominantes fueron glucoiberina y la sinigrina del grupo alifatico; Gu, Wang et al.
(2015) determinaron mayor presencia de glucosinolatos alifaticos (sinigrina y
glucoiberina) que inddlicos (triptofano como glucorbrassicina), la mayor
concentracion de glucosinolatos alifaticos ya habia sido reportada por Kapusta-
Duch et al. (2015) quiénes identificaron que el 87 % del total de GLS presentes
pertenecian a glucosinolatos alifaticos siendo glucoiberina, progoitrina, sinigrina,
glucorafanina, gluconapina, glucoibervirina, glucoerucina y gluconastrucina los que

se encontraron en concentraciones mas elevadas.

6.3.2 Actividad de la mirosinasa en muestras de coliflor escaldadas
La mirosinasa (E.C. 3.2.1.147) es una enzima que cataliza la hidrdlisis de los

glucosinolatos (Ludikhuize et al. 1999), esta presente en la gran mayoria de las
Brassicas y esta involucrada en la calidad y seguridad de las cruciferas (Yen y Wei,

1993), particularmente contra insectos y patdégenos.

La actividad de la mirosinasa en muestras de coliflor blanca fresca (10.35 umol/ min
g) fue mas alta a lo reportado por Yen y Wei, (1993) quienes reportaron una actividad
para coliflor “Botrytis” de 2.84 pmol/min g; y mucho mas bajo que lo reportado por
Charron et al. (2005) en coliflor “Dominant” 52 — 120 ymol/min g y “snow crown” de
58 -111 pmol/min g. La coliflor enverdecida mostré un valor (9.31 pmol/min g),
aunque ligero significativo menor a la muestra blanca (10.35 pmol/min g). Como era
de esperarse, todos los tratamientos de escaldado provocaron una disminucion de

la actividad de la mirosinasa particularmente el tratamiento con microondas y al igual
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que el efecto en la concentracién de los GLS la efectividad de las ondas microonda

puede ocasionar mayores disminuciones en la actividad enzimatica.

Llama la atencidn el efecto que presentaron las muestras tratadas con vapor ya que
la actividad de la mirosina es menor que las muestras tratadas con agua caliente

pero la concentracion de GLS es mayor en vapor que en agua caliente.

Se ha reportado que la inactivacion de la mirosinasa es lineal al incremento de
temperatura, y que la termorresistencia depende del tipo de producto; Sung et al.
(2021) observaron que la actividad de la mirosinasa en Brassicas se mantiene
después de que han sido sometidas a escaldado por tiempos cortos a temperaturas
de 60 °C mientras que la completa inactivaciéon es provocada a temperaturas
mayores a 60 °C lo cual no se evidencié en este trabajo. Adediran et al. (2020)
reportaron que en brécoli la pérdida de la actividad es de 40 % en tiempos de
cocinado de 10 min en muestras de 10 g de brdocoli troceado en 4 cm y colocadas
en bolsas de polietileno de baja densidad y selladas a vacio a partir de 50 °C, y a
60 °C no se registré actividad de mirosinasa. Por su parte, Hwan (2019) reporto la
inactivacion enzimatica hasta alcanzar 70 °C en brécoli y hasta 100 °C en brocoli
inmaduro (brotes de brocoli), por otro lado, Baenas et al. (2020) demostraron que la

pérdida del 90 % de actividad se da después de tratamientos a 80 °C.

Es importante recordar que en este trabajo se evaluo los tratamientos de escaldado
en floretes de 2.5 cm como la hace y comercializan las empresas A y B segun la
USDA. El escaldado en agua caliente por 90 s ocasiond la disminucién de la
actividad enzimatica en 60 % y de 84 % a 180 s, los resultados son comparables a
los obtenidos por Rungapamestry et al. (2007) quienes reportaron que el escaldado
en agua a 90 °C por 105 s inactivo la mirosinasa en 93 %. El escaldado con vapor
provocd menor pérdida de actividad de mirosinasa tanto a 90 como a 180 s ya que
solo el 24 % y 40 % se inactivo. Sung et al. (2021) demostraron que la actividad de
mirosinasa permanecio estable después de 2 y hasta 7 min en tratamientos de

escaldado con vapor, disminuyendo finalmente el 90 %.
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CONCLUSIONES

El enverdecimiento en los tallos de coliflor no es ocasionado por la presencia de
clorofila ya que dependiendo de la region de donde se obtuvo la muestra el
pigmento no estuvo presente o no presentd diferencias significativas entre
muestras blancas y enverdecidas.

El parametro determinante en la escala CIEL*a*b* para caracterizar el
enverdecimiento es la coordenada a* debido a que representa el cambio hacia
tonalidades verdes; las muestras enverdecidas presentan valores 90% mayores
en la escala negativa de a* respecto a muestras blancas.

El escaldado con vapor no es efectivo para evitar el enverdecimiento debido a la
poca efectividad que presentd para disminuir la actividad de la peroxidasa y la
mirosinasa, asi como la mayor presencia en el contenido total de glucosinolatos.
El método tradicional de escaldado que siguen las empresas, agua caliente por
90 s, mostroé residualidad de la actividad de la peroxidasa, y mayores porcentajes
de enverdecimiento que el escaldado en agua por 180 s y el escaldado en
microondas por 180 s, debido a las implicaciones econdmicas que representa el
cambio de infraestructura en la industria se sugiere ampliar el tiempo de

escaldado utilizado por la empresa a 180 s.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién para contenido de proteina por Bradford
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Anexo 2. Curva de calibracion para contenido de glucosinolatos totales
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Anexo 3. Curva de calibracion para actividad de mirosinasa utilizando sinigrina
como estandar.
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