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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié la influencia producida por diversas atmosferas
modificadas para conservar los componentes bioactivos de tomate de arbol (Solanum
betaceum Cav.) variedad “mora ecuatoriana”, almacenado en refrigeracion a 4 °C
durante un periodo de 10 dias. En los primeros andlisis se llevdo a cabo la
determinacién de los antioxidantes presentes en la pulpa de tomate de arbol, siendo
estos: antocianinas totales, carotenos totales, flavonoides totales y polifenoles totales.
Como segunda parte se analizé el efecto de las atmdésferas de almacenamiento en el
contenido de los componentes bioactivos presentes en la cascara del fruto, los cuales
fueron antocianinas totales y clorofila total. Las atmdsferas modificadas empleadas
fueron (% O,: % CO,): 2,5:2,5; 2,5:5,0; 80:10; 80:20 y 90:10. Los analisis se
realizaron en los dias 1, 4, 7 y 10, en dos camaras de almacenamiento y cada uno por

duplicado.

El mejor resultado global en la conservacién postcosecha de tomate de arbol se
obtuvo al emplear la combinacion de gases 80 % O, + 20 % CO,. Este tratamiento
permitio obtener una retencidn del 12 % superior en el contenido de flavonoides
totales de la pulpa con respecto al control y un 11 % menos de contenido de clorofila
total que en el control en la piel. Ambos efectos resultaron beneficiosos por el
aumento de la capacidad antioxidante conferida por los flavonoides y también por la

mejora del color externo de la fruta.

Palabras clave: postcosecha, antioxidantes, antocianinas, carotenos, flavonoides,
polifenoles, clorofila



ABSTRACT

In the present work was studied the influence of several modified atmospheres to
preserve the bioactive components of tree tomato (Solanum betaceum Cav.) variety
“mora ecuatoriana”, stored under refrigeration at 4 °C during a period of 10 days.
First, determination of the antioxidants present in the tree tomato pulp, considering
total anthocyanins, total carotenoids, total flavonoids and total polyphenols was
carried out. The second part consisted in analyzing the effect of the storage
atmospheres on the bioactive content present in the fruit peel, which were total
anthocyanins and total chlorophyll. The modified atmospheres used were: (% 02: %
C02): 2.5: 2.5; 2.5: 5.0; 80:10; 80:20 and 90:10. And analysis were carried out on

days 1, 4, 7 and 10, in two storage chambers and each one in duplicate.

When postharvest storage was considered, the best global results were obtained using
the gas combination 80 % 02 + 20 % CO2. This treatment allowed to obtain an
increase of 12 % in the total flavonoid content and 11 % less total chlorophyll
content than in the control in the peel. Both results were beneficial due to the
increased antioxidant capacity afforded by the flavonoids and the improvement of the

external color of the fruit..

Keywords: postharvest, antioxidants, anthocyanins, carotenoids, flavonoids,
polyphenols, chlorophyll



INTRODUCCION

Ecuador cuenta con una variedad de frutas no tradicionales que son exportadas a
diferentes destinos donde son acogidas por sus aromas y sabores. Segun datos de
PRO-ECUADOR (2012) entre 2007 a 2012 existio una gran exportacion de frutas no
tradicionales, teniendo como principales destinos Esparia, Estados Unidos y Chile.

Destino de las Exportaciones Ecuatorianas del Sector Frutas No
Tradicionales
% Part. Acumulada 2007- Julio 2012
Valor MFOB iles USD

CANADA OTROS PAISES

COLOMBIA 9,836 16,222
11,102 sy 4%
RUSPA \

13,313
4%

ITALIA
14,117
4%
ATEMANIA
15,042
4%
HOLANDA (PAISE
SBAJOS)
22,058
6%

Figura 1. Exportaciones de frutas no tradicionales. Fuente: PRO-ECUADOR (2012)

Entre estos frutos no tradicionales, destaca el tomate de arbol, teniendo como

principales destinos Estafia y Estados Unidos.



Tabla 1. Principales destinos de exportacion del tomate de arbol entre el periodo
2007-2011

SUBPARTIDA FOB -

NANDINA | PESCRIPCION NANDINA PAIS TONELADAS | Jom
TOMATE DE ARBOL (LIMA
. TOMATE, TAMARILLO) - ,
0810903000 (CYPHOMANDRA ESPANA 69.66 199.65
BETACEA)
ESTADOS UNIDOS 80.16 86.88
HOLANDAPAISES o1 —
BAJOS) - >
CANADA 2.15 533
FRANCIA 1.83 4,96
SUIZA 14 4.25
ALEMANITA 0.18 0.46
COLOMBIA 0.8 023
BELGICA 0.07 0.16
REINO UNIDO 0.44 0.15

Fuente: PRO ECUADOR (2012)

En postcosecha el tomate de arbol, al igual que las demas frutas, sufre cambios
internos y externos que deterioran su sabor, aroma y color con el paso del tiempo. La
respiracion, al utilizar las reservas del fruto (hidratos de carbono, lipidos y acidos
organicos) proporciona la energia necesaria para mantenerlo vivo, utilizando para
ello diversas vias metabolicas que progresivamente van modificando sus propiedades
nutricionales, deteriorando por oxidacion los compuestos bioactivos del mismo
(Fonseca et al., 2002).

Dependiendo de hasta qué grado ocurran estas transformaciones, la fruta puede llegar
a un estado de senescencia perdiendo todas o buena parte de sus propiedades
naturales benéficas para el consumidor. Entre estos compuestos se tiene a los
antioxidantes, que son biomoléculas que confieren un poder protector frente a
diferentes radicales libres. Entre los antioxidantes se tiene a los polifenoles,
flavonoides, antocianinas o carotenos. El ser humano, al no poder producir
enddgenamente este tipo de antioxidantes naturales, debe ingerirlos por medio del
consumo de frutas y vegetales frescos, por eso un objetivo prioritario de la ingenieria
postcosecha se enfoca en trabajar para que la mayor parte de antioxidantes que pueda
presentar una fruta o verdura fresca se mantenga en las mismas o mas similares

condiciones luego de su cosecha, hasta el momento del consumo. Consumir este tipo



de alimentos resulta benéfico a la salud, ya que dia a dia el cuerpo humano produce

gran cantidad de radicales libres perjudiciales (Kaur y Kapoor, 2001).

El tomate de arbol morado, por su color, tiene una gran cantidad de antioxidantes,
especificamente relacionados con las antocianinas (coloracion roja), pero también
posee otros tipos de compuestos bioactivos como polifenoles y flavonoides, asi como
también carotenos. Dependiendo de su estructura, les permite ser donantes o
aceptores de electrones e hidrégeno, neutralizando a los radicales perjudiciales para
las células (Cuesta et al., 2017; Vasco et al., 2009).

Las atmosferas modificadas son tecnologias que ayudan a mantener las propiedades
nutritivas de la fruta por un periodo largo de tiempo utilizando diversas
concentraciones de gases (oxigeno, carbono, nitrégeno, ozono, etileno, etc.) para
alargar o mantener la vida 0til potencial del producto, de forma que cuando el
consumidor la ingiera tenga las mismas propiedades benéficas sin que hayan sido

alteradas durante el almacenamiento (Fonseca y Malcata, 2003; A. Kader, 1994)



CAPITULO |

EL PROBLEMA
1. TEMA DE INVESTIGACION

EVALUACION DEL EFECTO DE LA APLICACION DE ATMOSFERAS
MODIFICADAS EN LA COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS
DEL TOMATE DE ARBOL (Solanum betaceum Cav.)) VARIEDAD MORA
ECUATORIANO.

1.2 JUSTIFICACION

Ecuador por su ubicacion geografica disfruta de unas condiciones agroclimaticas
Optimas para que exista el desarrollo de una gran diversidad de frutas, siendo
cultivadas en los diferentes microclimas que presenta el pais, teniendo una
produccion de excelente calidad. Entre las frutas producidas, existe una gran
variedad de frutas no tradicionales que son exportadas como: mangos, pifas,
pitahayas, papayas, limon, uvilla o tomate de &rbol (Direccion de Inteligencia
Comercial e Inversiones-PRO ECUADOR, 2016).

El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.), por sus caracteristicas organolépticas
diferenciales conlleva a que sea una fruta exotica y cotizada de manera internacional.
PRO ECUADOR (2012) reporta que en el periodo 2007 a 2011 se exportaron 80,16
toneladas de esta fruta hacia Estados Unidos por un valor de 86.660 USD y 69,66
toneladas a Espafia por un valor de 199.650 USD. A partir de ese afio hasta el 2015
los valores de exportacion se incrementaron de 80.000 a 380.000 USD (Direccion
de Inteligencia Comercial e Inversiones-PRO ECUADOR, 2016).

Las principales provincias productoras de esta fruta en Ecuador son las provincias de
Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Bolivar, Cafar,
Azuay y Loja, teniendo un rango de productividad que abarca de 350 a 550
frutos/planta y afio. Son ocho los genotipos cultivados: amarillo, negro, redondo,
punton (comdn), rojo, amarillo gigante, mora neozelandés y mora ecuatoriano
(Revelo Morén et al., 2004).



El tomate de arbol en su variedad mora es apreciado en Estados Unidos y Europa por
su aroma, sabor y color atractivo (Prohens y Nuez, 2000). La demanda que existe en
Esparia se incrementa especificamente por su valor nutricional (antioxidantes), por su
forma exdtica, su color y sabor y sus propiedades medicinales, exigiéndose el
cumplimiento de los conceptos béasicos de seguridad alimentaria, como el
cumplimiento de normas limitantes de residuos de pesticidas y adecuada calidad
fisica (PRO-ECUADOR, 2013; Prohens y Nuez, 2000). Esta variedad presenta
gran cantidad de antioxidantes como carotenos, polifenoles, flavonoides y
antocianinas (presencia del color morado), dandole valor medicinal contra
enfermedades como alergias, degeneracidén cardiovascular, dafios por especies
quimicas inestables transformadas por rayos UV o radicales libres, entre otras
(Jauregui et al., 2011; Kuskoski et al., 2004; Martinez-Flérez et al., 2002).

El tomate de arbol, al igual que las demas frutas no climatéricas, continla su proceso
de respiracion en la postcosecha, mediante rutas metabolicas que generan energia
para el mantenimiento de la vida del mismo, liberando diéxido de carbono y agua
(Reina et al., 1998). Estos procesos modifican el valor nutricional de la fruta y, en si,
sus propiedades antioxidantes. Sorio (1996) indicé la existencia de poca conciencia
en el manejo durante la cosecha y postcosecha de las frutas ecuatorianas, logrando
determinar que se puede perder hasta un 50 % de la cantidad total del producto

producido.

Existen tecnologias de preservacion de frutos y hortalizas, una de estas es la
utilizacion de atmdsferas modificadas, una tecnologia alimentaria que prolonga la
vida de la fruta utilizando porcentajes de gases de oxigeno, diéxido de carbono y
nitrégeno diferentes a los que existen en el aire comdn. Aplicando este tipo de
atmasferas se logra una reduccion de la tasa respiratoria del fruto, teniendo una vida
de almacenamiento méas larga, provocando que la velocidad de sus procesos
metabdlicos disminuya y que en combinacion con el uso de refrigeracion del fruto
permiten obtener la conservacion de sus compuestos bioactivos, como los

antioxidantes (Thompson, 2010).

En base a lo citado anteriormente, se consider6 como tema del presente trabajo, la
evaluacion del efecto de la aplicacion de atmosferas modificadas en la composicion

de los componentes bioactivos del tomate de &rbol variedad mora ecuatoriano.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la aplicacion de atmosferas modificadas en la composicion de

los compuestos bioactivos del tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) variedad

mora ecuatoriana.

1.3.2 Objetivos especificos

Poner a punto y validar las técnicas analiticas de determinacion de
antocianinas, carotenos, clorofilas, flavonoides y polifenoles en cascara y
pulpa de tomate de arbol.

Analizar el contenido de antocianinas totales y clorofilas a, b y ¢ en la cascara
de tomate de arbol almacenado bajo atmdsferas controladas, en base a
diversas combinaciones gaseosas de O,, CO, y N, en condiciones de
refrigeracion.

Cuantificar el contenido de carotenos, antocianinas, flavonoides y polifenoles
totales en la pulpa de tomate de arbol almacenado bajo atmdsferas
controladas, en base a diversas combinaciones gaseosas de O,, CO, y Ny, en
condiciones de refrigeracion.

Determinar la mezcla gaseosa idonea en base a la relacién entre las variables
bioquimicas estudiadas y la calidad de la fruta.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES.

El tomate de arbol es una fruta nativa de América del Sur, se lo cultiva en Colombia,
Ecuador, Perd y en Nueva Zelanda. La planta se desarrolla en zonas de clima
templado a una altitud de 1500 a 2600 msnm, teniendo una temperatura dptima de
desarrollo de 15 a 19 °C, una necesidad de precipitacion pluvial de 1200 mm anuales
y una humedad relativa ambiental idonea de 75 a 87 %. Es un arbol pequefio de 2 a 3
m de altura con ramificaciones que empiezan al 1,2 o 1,8 m, de consistencia
semilefiosa. Las hojas tienen un tamafio de 20 a 25 cm de largo y de 10 a 15 cm de
ancho en plantas en estado de produccion. Sus flores son pequefias, de 1 cm de
diametro aproximadamente, de color rosado. La raiz tiene una penetracion poco
profunda y muy ramificada (Revelo Moran et al., 2004). El tomate de arbol tiene
muchos nombres comunes, pero a nivel internacional se lo nombra con mayor

frecuencia como tamarillo para diferenciarlo del tomate comun.

Segun Bohs (1989) el fruto es una baya eliptica, de piel lisa, de muchas semillas, que
alcanza entre 4 y 10 cm de longitud y de 3 a 5 cm de didmetro. La pulpa tiene un
color variable entre el amarillo y el naranja y tiene un sabor poco fuerte o amargo,
mientras que la pulpa mucilago acuosa que rodea las semillas es algo acida y dulce.
Segun estudios realizados por Ledn et al. (2004) y Prohens y Nuez (2000) el tomate
de arbol en su variedad mora puede alcanzar una longitud de 8,0 cm y un ancho de
5,8 cm, tiene su piel de un color rojo oscuro y vivo, en cambio el color de la pulpa es
amarillenta con un color rojo en el centro, en las semillas. La fruta suele pesar entre
60y 117 g (Figura 2).



Figura 2. Apariencia externa de tomate de arbol morado y pulpa. Fuente: Ledn et
al. (2004)

En una planta de tomate de arbol la cosecha comienza entre los 8 y 10 meses, la
recoleccion se realiza luego de cuatro meses de floracion, tomando en cuenta la
madurez del fruto (Reina, 1998). Las normas INEN (2015) indican que la fruta tiene
6 estados de maduracion: en los dos primeros (1 y 2) se puede evidenciar su color
verde, indicativo del estado de inmadurez de la fruta; en los dos estados siguientes (3
y 4) se observa el incipiente desarrollo del color caracteristico del tomate de arbol
denominandose un estado “pintén”’; en cambio, en los ultimos estados (5 y 6) la fruta
se encuentra totalmente desarrollada diciéndose que la fruta estd en un estado
“maduro”(Figura 3). Para el consumo humano debe ser cosechada en una fase de
maduracion comestible (fase 5 y 6), durante la cual posee los siguientes indices
quimicos: acidez titulable: 2 g acido citrico/100 g mh; sdlidos solubles: 9 g
sacarosa/100 g mh; indice de madurez: 4,5 g sacarosa/g de &cido citrico (mh: materia

himeda).
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Figura 3. Carta de color descriptiva de los estados de maduracion del tomate de arbol.
Fuente: INEN (2015)

Para que exista una buena cosecha Revelo Moran et al. (2004) indicaron que la
recoleccion debe realizarse cada 15 dias, entre los 10 y 14 meses de crecimiento de la
planta. La postcosecha comienza en el momento en que se extrae el fruto, teniendo
como factores de maleabilidad: la manipulacién, almacenado y pretratamiento
aplicado en la fruta, los cuales aseguran la calidad y costo del producto. Los
productores, para evitar su deshidratacion, dejan el pedunculo adherido a la fruta,
evitando también el ingreso de patégenos por la base del fruto y que asi retrase la
maduracion. Los tomates de arbol deben ser colocados en cajas de madera rusticas
(alcanzando aproximadamente 10 kg), recubiertas en su parte interior con papel
periddico para evitar roces entre la fruta y la caja. EI almacenamiento se realiza de 1

a 2 dias en bodegas a temperatura de refrigeracion.

Estudios realizados por Marquez et al. (2007) indicaron que la aplicacion de
temperaturas demasiado bajas puede producir lesiones fisiologicas, provocando un
aumento en la tasa de respiracion, por lo que se establecié que las condiciones
ideales para la conservacion de tomate de arbol es 3,0 a 4,5 °C (temperatura de
refrigeracion), disminuyendo la velocidad de los procesos metabdlicos, incluyendo la

tasa respiratoria, manteniendo la calidad de la fruta.

La respiracion de la fruta tiene gran relacion con la vida util del producto. La
respiracion en tejidos vegetales cosechados provoca una pérdida del sustrato

almacenado reservado en el fruto. Mientras mas lenta sea la respiracion, mas lenta es
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la evolucion de las células hacia la senescencia y el deterioro general del producto
(Fonseca et al., 2002).

La respiracion en frutos no climatéricos, como es el caso del tomate de arbol, no
tiene cambios bruscos con el paso del tiempo de la postcosecha (a diferencia de los
frutos climatéricos). De esta forma, todos los frutos son cosechados en estado de
maduracion, listos para el consumo humano, y al pasar el tiempo tienden a disminuir
progresivamente su intensidad respiratoria (consumo de O, y produccion de CO,)

hasta llegar a anularse con la muerte del fruto (Figura 4) (Planella, 1987).

C LiMATELD I PoXET.

8

:

i

INTENSIDAD RESPIRATO LA
£

Figura 4. Diferencias entre la intensidad respiratoria (consumo de O, y produccion de CO,) de

frutos climatéricos y no climatéricos. Fuente: Planella (1987).

La temperatura es uno de los factores que mas afecta a la tasa de respiracion, por lo
que su control proporciona un gran beneficio al extender la vida del producto
después de la cosecha. Si no se tiene un buen manejo se puede causar el deterioro del
fruto, ya que las reacciones bioldgicas generalmente aumentan de 2 a 3 veces por
cada 10 °C de aumento de la temperatura. La composicion del gas también influye en

la tasa de respiracion. Las bajas concentraciones de O, permiten que el fruto
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mantenga estable la tasa respiratoria en niveles reducidos, tomando en cuenta que no
debe encontrarse en anaerobiosis. Esto puede suceder cuando la concentracion de
oxigeno es demasiado baja y la del didxido de carbono es alta produciéndose una
actividad fermentativa. Se debe tener en cuenta que las tasas de respiracion varian
para una misma fruta entre sus variedades y que, ademas, pueden existir cambios
significativos de lote a lote de la misma variedad, que pueden también depender del

tiempo transcurrido desde la cosecha (Sousa et al., 2017).

Desde el punto de vista nutricional, las frutas por lo general estdn compuestas
mayoritariamente por agua, hidratos de carbono, lipidos y proteinas y en menores
cantidades de minerales y sustancias antioxidantes, que son biomoléculas que tienen
una gran importancia para los seres vivos por su capacidad de proteger las células
contra el dafio oxidativo que pueden provocar los radicales libres. La capacidad
antioxidante se atribuye a diferentes compuestos como los polifenoles, que tienen
diferentes caracteristicas fisicoquimicas que les permiten participar en diferentes
reacciones de Oxido-reduccidon. Los flavonoides son pigmentos naturales que
protegen al organismo de agentes oxidantes perjudiciales para la salud (radiacion
ultravioleta, polucién, compuestos quimicos presentes en vegetales, entre otros). Uno
de los principales grupos de especies quimicas de alta reactividad pertenecientes a
los flavonoides son las antocianinas o antocianidinas, pigmentos flavonolicos que le
dan el color rojo y rojo-azulado a las frutas. Otro tipo de antioxidantes son los
carotenos, pigmentos liposolubles naturales sintetizados por plantas, algas y algunas
bacterias, que por su grado de insaturacion, presentan sensibilidad a la luz, el
oxigeno, los perdxidos, el calor, algunos metales y las lipoxigenasas. Existen algunos
factores que determinan la riqueza en carotenos de una fruta, como son el genotipo,
el manejo precosecha, el grado de madurez o las operaciones de proceso y
conservacion. Para maximizar el contenido de carotenos de la fruta o vegetal,
diversos autores recomiendan conservarla en atmdsferas pobres en oxigeno y
empleando refrigeracion (Jauregui et al., 2011; Martinez-Florez et al., 2002;
Quifiones et al., 2012; Sgroop et al., 2003).
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Figura 5. Estructura quimica de flavonoides y antocianinas. Fuente: Martinez-Florez et al. (2002).
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Figura 6. Diferentes tipos de carotenos presentes en alimentos. Fuente: Jauregui et al. (2011).

El tomate de arbol presenta una considerable cantidad de estos antioxidantes
(polifenoles, flavonoides, antocianinas, carotenos) que pueden encontrarse
especialmente en estado maduro y el sobremaduro (Cuesta et al., 2017). El estudio
realizado por Vasco et al. (2009) demostr6 que el contenido de compuestos
bioactivos en la pulpa de tomate de arbol tiene los siguientes valores: carotenos
totales, 5,2 mg B-caroteno/100 g ms; vitamina C, 16,4 mg de &cido ascérbico/100 g
ms; compuestos fenolicos, 187,7 mg acido galico equivalente/100 g ms y una

capacidad antioxidante de 3,04 umol Trolox/g medida por el método DPPH.
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Diversas investigaciones han revelado que la ingesta de alimentos ricos en
antioxidantes previene enfermedades como: alergias o patologias cardiovasculares
(en el caso de los flavonoides), dafios por especies quimicas inestables transformadas
por rayos UV-Vis (en el caso de los carotenos) y radicales libres (en el caso de las
antocianinas), entre otros (Jauregui et al., 2011; Kuskoski et al., 2004; Martinez-
Florez et al., 2002). Por ello es deseable mantener y conservar por el mayor tiempo
posible estas propiedades antioxidantes, para lo cual es Gtil el empleo de atmdsferas
modificadas adecuadas que al ser combinadas con adecuados niveles de refrigeracion
y humedad, permiten que el fruto pueda mantener sus propiedades benéficas de

manera 6ptima (Fonseca y Malcata, 2003; A. Kader, 1994).

El punto clave del uso de las atmosferas es su capacidad para modificar la
respiracion de la fruta alterando los procesos bioquimicos relacionados con la misma,
causado por los diferentes porcentajes de O, y CO, que se utilizan para ello.
Concentraciones bajas de O, ralentizan la respiracion y producen la reduccién de la
actividad metabdlica total. Se presume que esta disminucién no afecta la actividad de
la citocromo-oxidasa, que tiene una gran afinidad por el O, pero si en la actividad de
otras oxidasas de alta afinidad, como la polifenoloxidasa (PPO) y la &cido ascérbico
oxidasa y oxidasas de bajo nivel de afinidad como la &acido glicdlico oxidasa, En
cambio, para el CO, no se conoce el funcionamiento primordial del proceso de
inhibicion de la respiracion. La idea de la inhibicion respiratoria por el CO, se podria
explicar a partir del hecho de que, al ser un producto del proceso de la respiracién,
causaria la inhibicién simple de la respiracién aerobica. Estudios realizados con
concentraciones de CO; de 5 a 20 % indican que dichos niveles de este gas causan
cambios en las actividades especificas del metabolismo respiratorio en el Ciclo de
Krebs y sus enzimas. Los altos niveles de CO, producen acumulacion de &cido
succinico debido a la inhibicion de la actividad de la deshidrogenasa succinica.
Algunas hipétesis afirman que pueden provocar un aumento en la oxidacion del
malato y la oxidacion suprimida del citrato, o-cetoglutarato, succinato, fumarato y
piruvato teniendo un fuerte efecto de control sobre la actividad en las mitocondrias
(Fonseca et al., 2002; AA Kader, 1986).

Generalmente, los productos vegetales almacenados en atmdsferas controladas tienen

una vida de almacenamiento mas larga porque la velocidad de los procesos
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metabolicos es mas lenta. Particularmente, en el caso de la fruta climatérica, esto
retarda la maduracion y el deterioro, de modo que cuando se han almacenado durante
periodos prolongados, pueden estar menos maduras que las frutas almacenadas en el
aire (Thompson, 2010). Este tipo de tecnologia puede servir para mejorar las
condiciones de almacenamiento de frutos no climatéricos, alargando sus propiedades
nutricionales. Existen estudios en fresa, fruto que por su color tiene gran cantidad de
antioxidantes, donde la composicion de atmosferas con alta concentracion en
oxigeno no altera las propiedades antioxidantes del fruto (Pérez y Sanz, 2001). De
igual manera, se ha reportado que atmosferas con altos contenidos de didxido de
carbono cambian la composicion o degradan ciertos antioxidantes como las
antocianinas presentes en litchi (Valle et al., 2008). Asi mismo, en ardndano rojo y
morado, el almacenamiento bajo atmdsferas con alto contenido de CO;, y O, no
afecta a la concentracion de compuestos fendlicos, dandole una actividad

antioxidante mayor (Gunes et al., 2002; Zheng et al., 2003).

2.2 HIPOTESIS

2.2.1 Hipotesis nula.
La aplicacion de cinco tratamientos con atmosferas modificadas no influye sobre la

composicion de los compuestos bioactivos producidos en la cascara y pulpa del

tomate de arbol almacenada por 10 dias en refrigeracion

2.2.2 Hipotesis alternativa.
La aplicacion de cinco tratamientos con atmosferas modificadas influye sobre la
composicion de los compuestos bioactivos producidos en la cascara y pulpa del

tomate de arbol almacenada por 10 dias en refrigeracion

2.3 SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES DE LA HIPOTESIS
Variables independientes:
e Composicién gaseosa
Variables dependientes:
En la pulpa del tomate de arbol se evaluo el contenido de:

e Antocianinas totales (AT).
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e Carotenos totales (CT).
e Flavonoides totales (FT).
e Polifenoles totales (PT).
En la piel (cascara) del tomate de arbol se evalu6 el contenido de:
e Clorofila total (Ct).

e Antocianinas totales (AT).
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

3.1.1 Material vegetal

La fruta escogida sometida a diferentes atmosferas gaseosas fue el tomate de arbol
(Solanum betaceum Cav.) de la variedad mora ecuatoriano en su estado de
maduracion 5 (INEN 2015). La fruta procedio de la provincia de Tungurahua, cantén
Patate, sector “Manteles". La misma que fue recolectada unas horas antes del ensayo,
utilizando una tabla de color y una tijera para cortar el peddnculo, y se transporto en
gavetas de carton desinfectadas con alcohol a los laboratorios de la Facultad de

Ciencia e Ingenieria en Alimentos, de la Universidad Técnica de Ambato.

3.1.2 Aplicacién de atmdsferas modificadas
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Figura 7. Esquema del sistema cerrado para la determinacion de tasas de respiracion y generacion
de las mezclas gaseosas. TR: tasa de respiracion. DR: dias de ensayo (1, 4, 7 y 10)

La generacion de las diferentes combinaciones gaseosas se realizd empleando un
mezclador de gases KM100-3 FLOW (WITT Gasetechnik, Alemania) usando como
suministro bombonas de gas a presion de: oxigeno (pureza 99,5 %), nitrégeno

(pureza 99,5 %) y dioxido de carbono (pureza 99,9 %), un tanque de almacenamiento
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de mezcla y un sistema completo de racoreria neumatica que incluye reguladores de
presion de doble etapa (tipo Harris), valvulas de control de caudal, valvulas de corte,
reducciones, conexiones rapidas y tuberia de material polimérico (Figura 7). las
atmosferas gaseosas con una composicion gaseosa de 02, CO2 tuvieron la siguientes
concentraciones (%): 2,5:2; 2,5:5,0; 80:10; 80:20 y 90:10 respectivamente, para

completar el 100% se utiliz6 nitrégeno.

Las diferentes atmosferas modificadas se compararon frente a atmésferas control, las
cuales se generaron mediante la inyeccion al sistema de aire atmosférico con un
compresor de membrana libre de aceite (Marathon Electric, modelo
5KH33GN293KX, México), a un caudal de 450 mL h ™, para arrastrar de forma
efectiva los gases generados en el interior de las cadmaras de respiracion y
almacenamiento. Todas las mezclas gaseosas generadas se humidificaron (90 % de
HR aproximadamente) por burbujeo a través de agua. Dicho procedimiento se

muestra en la Figura 7.

3.1.3 Envasado y toma de muestra para analisis.

Para la ejecucion de los ensayos experimentales se retiraron del recinto refrigerado (4
°C), las camaras de respiracion desde D1R1 y D1R2 hasta D10R1 y D10R2, cada
dos dias. De la muestra presente en cada frasco se tomd el 50 % para ensayos
fisicoquimicos y 50 % para ensayos bioquimicos, se separd la piel de la pulpa, se
reband en rodajas, y se coloco por separado (pulpa y cascara) en fundas de sellado

hermético, para posteriormente Ilevarse a congelacion a -80 °C.

Las muestras ultracongeladas se transportaron hasta los laboratorios del
departamento de Nutricion y Calidad del LSAIA-INIAP y se colocaron en un
liofilizador (LAB-KITS, FD 18-MR; Hong Kong, China) a -80 °C y 1 Pa de presion,
aisladas de la luz. Las muestras secas fueron molidas empleando molinos de café
hasta obtener un polvo fino y se almacenaron en frascos herméticos de polipropileno

en oscuridad.
3.3 Métodos de analisis bioquimicos.

3.3.1 Antocianinas totales
La determinacion del contenido de antocianinas totales se realizd por
espectrofotometria UV-VIS con base en el método publicado por Rapisarda et al.
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(2000). Se pes6é una muestra de tomate de arbol en la balanza analitica (Shimadzu
libror, AEG-220; Kyoto, Japon) y se mezcld con una solucion buffer de pH 1,0
(&cido clorhidrico 0,2 N y cloruro de potasio 0,2 N) en relacion 1:20 (p/v), se mezclo
en el vortex (Mistral 4600 Multi-Mixers, Illinois, Estados Unidos) por 5 min, se
coloc6 por 10 min en el bafio ultrasonico (Cole-Parmer 8892- MTH, Illinois, Estados
Unidos) y posteriormente en la centrifuga (Damon IEC Serie 04938; Estados Unidos)
por 10 min a su maxima capacidad, la solucién se llevo a un balén de 25 mL. Se
utilizé el mismo procedimiento teniendo en cuenta que se utilizé el buffer pH 4,5
(acetato de sodio 1M y acido clorhidrico 0,1 M). Las extracciones resultantes de cada
pH se analizaron en un espectrofotdmetro (Shimadzu UV-VIS 2600 Kyoto, Japon)
midiendo a una longitud de onda de 510 y 700 nm. Con estas absorbancias se

procedio a calcular las antocianinas totales mediante las siguientes ecuaciones:
A=[(4;—A4;) — (A3 — A4)] Ec.1

AT =2« L wm + 100 Ec. 2
sxb PM

Donde AT es el contenido de antocianinas totales, en mg/100-g*, A es la diferencia
de absorbancia entre pH 1,0 y pH 4,5, Al es la absorbanciaa 510 nmapH 1,0y A2
es la absorbancia a 700 nm a pH 1,0, A3 es la absorbancia a 510 nm a pH 4,5y A2 es
la absorbancia a 700 nm a pH 4,5, € es el coeficiente de absortividad de cianidin-3-
glucdsido (24825 L/mol/cm), b es el ancho de la celda (cm), VT es el volumen total
(mL), PM es el peso de la muestra (g) y WM es la masa molecular del cianidin-3-

glucdsido (449,2 g/mol g/mol).

La misma metodologia fue empleada para la cuantificacion de antocianinas en

cascara liofilizada.

3.3.2 Carotenos totales

Se pesd una muestra pulpa liofilizada y se afiadié 1 g de cloruro de calcio en la
balanza analitica (Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Japdn) para posteriormente
mezclarlo con la solucion de extraccion hexano/etanol/acetona 50/25/25 (v/viv) en
relacion 1:20 (p/v). Se agitd por 20 min en el vortex (Mistral 4600 Multi-Mixers,
Illinois, Estados Unidos), y se coloco en la centrifuga (Damon IEC, Serie 04938,
Estados Unidos) por 10 min. El sobrenadante se mezcl6 con 15 mL de agua

formandose una fase acuosa y una fase organica. La fase organica se recogio en un
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balén de 10 mL y se procedié a medir en el espectrofotometro (Shimadzu UV-VIS
2600 Kyoto, Japon) a una longitud de onda de 490 nm. (Leong y Oey, 2012). Para el

calculo de carotenos totales se utilizo la ecuacion 3:

_ AVT*1073xWM~*10°

CT
gxbxPM

Ec. 3

Donde CT es el contenido de carotenos totales en pg/100 g, A es la absorbancia, € es
el coeficiente de absortividad del B-caroteno (2560 L/mol cm), b es el ancho de la
celda en cm, VT es el volumen total en mL, PM es el peso de la muestra en g, WM

es la masa molecular del B-caroteno (537 g/mol).

3.3.3 Clorofila

Para la determinacion de clorofila total se una muestra de cascara liofilizada en la
balanza analitica (Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Japén) y se mezclé una
solucion de acetona 80 % en relacion 1:20, se agitdé por 5 min en vortex (Mistral
4600, Multi-Mixers; Illinois, Estados Unidos), y se colocé en la centrifuga (Damon
IEC, Serie 04938, Estados Unidos) por 10 min. El sobrenadante se coloco en un
balén de aforo de 10 mL y se midi6 en el espectrofotémetro (Shimadzu UV-VIS
2600, Kyoto, Japdn) a una longitud de onda de 645 y 663 nm. Con las absorbancias
resultantes se determind la concentracion de clorofila a (Ecuacion 4), clorofila b
(Ecuacion 5) y clorofila total (Ecuacion 6) con las siguientes formulas de Arnon
(1949):

_ D645-45,6Cp

C
a 16,75

Ec. 4

Cp, = 0,0229 Dyys — 0,00468D4¢3  EC.5
C,=C,+C, Ec. 6

Donde Ca es la concentracion de clorofila a en g de clorofila/g de muestra seca,
D645 es la absorbancia del extracto a 645 nm, Cb es la concentracion de clorofila b
en g/g ms, D663 es la absorbancia del extracto a 663 nmy C; es la concentracion de

clorofila total en g/g de muestra seca.

3.3.4 Flavonoides totales
Se pesaron aproximadamente una muestra de pulpa liofilizada en la balanza analitica

(Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Japdn), se realiz6 una serie de extracciones con
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una solucién de metanol, agua y acido formico (70/30/0,1; v/vIv) en relacién 1:20, se
realizd 5 min de mezcla en el vortex (Mistral 4600, Multi-Mixers; Illinois, Estados
Unidos), 10 min en el bafo ultrasonico (Cole-Parmer 8892- MTH; Illinois, Estados
Unidos) y 10 min en la centrifuga (Damon IEC, Serie 04938; Estados Unidos). El
sobrenadante se coloc6 en un balén &mbar de 25 mL. A partir del extracto obtenido
se recogio una alicuota de 1 mL, se agregaron 5 mL de agua destilada y 0,3 mL de
nitrito de sodio 5 % (p/v) y se agregaron 0,3 mL de cloruro de aluminio al 10 % (p/v)
por 5 min y posteriormente 2 mL de hidroxido de sodio (1 M) obteniendo una
solucién con tonalidad anaranjada-roja. El resultado se analizdé en el
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-VIS 2600; Kyoto, Japon) a una longitud de onda
de 490 nm (Zhishen et al., 1999). Con la absorbancia se procedio a calcular el

contenido de flavonoides totales por la muestra de pulpa con la ecuacion 7:

FT =22, 100 Ec.7
a PM

Donde FT son los flavonoides totales en mg/100 g, A es la absorbancia, b y a son el
punto de corte y la pendiente de la curva de calibracion de la catequina (0 — 100
ppm), respectivamente, VT es el volumen total, PM es el peso de la muestra y es el

factor de dilucién.

3.3.5 Polifenoles totales

Se peso de pulpa liofilizada en la balanza analitica (Shimadzu libror, AEG-220;
Kyoto, Japdn), se mezclé con una solucién de metanol, agua y acido férmico
(70/30/0,1; viviv) en relacién 1:20 (p/v), se agit6 durante 5 min en el vortex (Mistral
4600, Multi-Mixers; Illinois, Estados Unidos), se colocé 10 min en el bafio
ultrasénico (Cole-Parmer 8892- MTH; Illinois, Estados Unidos) y 10 min en la
centrifuga (Damon IEC, Serie 04938; Estados Unidos). El sobrenadante se coloco6 en
un baldén ambar de 25 mL. De la solucidn se recogi6 una alicuota de 1 mL, se mezclo
con 6 mL de agua destilada, 1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejé reposar
por 2 min. Se afiadieron 2 mL de bicarbonato de sodio al 20 %, se agit6 y se llevé al
bafio maria (Memmert WNB7-45; Schwabach, Alemania) calentado a 40 °C por 2
min (Espin y Samaniego, 2016). La solucion obtenida se analiz0 mediante el
espectrofotémetro (Shimadzu UV-VIS 2600 Kyoto, Japon) en una longitud de onda
760 nm. Con la absorbancia se procedio a calcular los polifenoles con la ecuacion 8
que se detalla a continuacion:
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A-b VT
PT—T*W*].OO Ec. 8

Donde PT son los polifenoles totales en mg- de acido galico/100 g ms, A es la
absorbancia, b y a son el punto de corte y la pendiente de la curva de calibracion del
acido galico (0 — 100 ppm) respectivamente, VT es el volumen total, PM es el peso

de la muestra.
3.4 DISENO EXPERIMENTAL

3.4.1 Factores en estudio
Se consideraron como factores en estudio la composicion de la atmdsfera modificada
(mezcla de oxigeno y diéxido de carbono) determinada en ensayos preliminares y el

tiempo de almacenamiento (10 dias) como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Factores en estudio para determinar la influencia
de cinco atmosferas modificadas en la calidad bioquimica en
el tomate de arbol.

FACTOR NIVEL DESCRIPCION DE
NIVEL
Composicion de la MAP1 2,5 % 0,-2,5 % CO,

Atmoésfera Modificada
(Mezcla  oxigeno y MAP2 2,5 % 02-5,0 % CO;

didxido de carbono)

MAP 3 80,0 % 0,-10,0 % CO,
MAP 4 80,0 % O,-20,0 % CO;

MAP 5 90,0 % 0O,-10,0 % CO,

Tiempo de D1 Dial
almacenamiento D2 Dia 4
D3 Dia7
D4 Dia 10

3.4.2 Disefio Experimental y andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 a través de un disefio
completamente al azar (DCA) en arreglo factorial 5 x 4 con dos repeticiones, dando
un total de 40 tratamientos (Tabla 3).
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Tabla 3. Esquema del andlisis de varianza (ANOVA) para el
efecto de las atmosferas modificadas en calidad bioquimica
de tomate de &rbol.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE
LIBERTAD
TOTAL FXTxR -1 39
Factor A (mezclas gaseosas) A-1 4
Factor B (dias de estudio) B-1 3
Interaccion AxB 12
Error experimental 20

3.4.5 Andlisis funcional

Para los tratamientos que presentaron diferencias significativas se utilizé el test de
Tukey para la separacion de medias o el equivalente no paramétrico para la

comparacion de medianas (test de Kruskal Wallis) a un nivel de significancia del 5
%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1.1 ANTOCIANINAS TOTALES

4.1.1.1 Adaptacion del método para analisis de antocianinas totales

Para el analisis de antocianinas totales se procedié utilizando la metodologia descrita
en el capitulo 3 para el tomate de arbol morado. En este método se determind la
concentracion de antocianinas por diferencia de las absorbancias a pH 1,0 y pH 4,5.
El célculo se realizd con el coeficiente de absortividad molar de la cianidina-3-
glucésido (Cy-3-glu). En este método no se utilizaron curvas de calibracion, por lo

cual se evaluaron solamente la exactitud y precision.

4.1.1.1.1 Precision

Para determinar la precision del método, se realizd el analisis de una muestra
liofilizada de tomate de arbol con 6 repeticiones para pulpa y 5 repeticiones para
cascara. Siguiendo el método completo, se determind la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion del método (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del andlisis de precision del método de cuantificacion de
antocianinas totales en muestra liofilizada de tomate de arbol.

Antocianinas totales mg (Cy-3-glu)/100 g ms

Muestra
Pulpa Cascara

1 349,23 133,828

2 344,34 135,290

3 345,39 137,535

4 345,05 135,755

5 339,99 136,023

6 341,13 -
Promedio 344,19 135,69
Desv. Estandar 3,31 1,20
Coef. Variacion 0,96 0,88

Cy-3-glu: cianidin-3-glucésido; ms: materia seca
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Extraccién antocianinastotales
%)

70,00 |
60,00 |
50,00 |
40,00 |
730,00 4
20,00 |
10,00 -
0,00 -

Observando los resultados de la Tabla 4, se determin6 que el error de repetitividad
méaximo obtenido en el ensayo para las antocianinas totales en pulpa fue de 0,96 %, y
el error de repetitividad obtenido en el ensayo para las antocianinas totales en cascara
fue de 0,88 %. Ambos errores estuvieron dentro de los limites permitidos para la
concentracion medida (mg/100 g) de acuerdo a lo establecido ecuacién de Horwitz (8
%) (Orozco y Baez, 2010), por lo cual el método tuvo la precisién adecuada para

realizar el analisis.

4.1.1.1.2 Exactitud

Para llevar a cabo el analisis de exactitud como porcentaje de recuperacion, se
determind del nimero de ciclos de extraccion necesarios para obtener el 100 % de
rendimiento de extraccion de antocianinas totales de la muestra liofilizada de tomate
de arbol, utilizando como solvente de extraccion el buffer pH 1,0 y buffer pH 4,5
(Figura 8).

80,00 - gso,oo 1
L0004 5573 B
2
[}
% 60,00 |
S
2
£ 50,00
5
-§ 40,00 -
o
2
£ 30,00 |
M 22,49
'g 20,00 |

b g 10,00 | 8,47 S0
. " S 000
Ciclos de extracci6n
1 2 3 4 5

Ciclos de extraccion

Figura 8. A: Porcentaje de extraccion de antocianinas totales en pulpa de tomate de &rbol. B:
Porcentaje de extraccién de antocianinas totales en cascara de tomate de arbol.

Observando los resultados de la Figura 8, se establecié que se requirieron cuatro
ciclos de extraccion de 10 min de agitacion para obtener el 99,82 % de recuperacion
de las antocianinas totales en pulpa de tomate de arbol y también para obtener el
99,30 % de recuperacion de antocianinas totales en cascara de tomate de arbol, por lo
cual se logr6é demostrar que el método es robusto y que permitié cuantificar de una

manera confiable el contenido de estas biomoléculas.
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4.1.1.2 Efecto de las atmosferas modificadas sobre el contenido de antocianinas
totales en pulpa.

En la Tabla 5 se presentan los resultados promedio del analisis de antocianinas
totales en muestras de pulpa liofilizada de tomate de arbol almacenado por 10 dias en
las diferentes atmdsferas modificadas (MAP) estudiadas, con sus respectivos

controles.

Tabla 5. Contenido de antocianinas totales en pulpa de tomate de arbol
almacenado bajo atmosferas modificadas y aire (control) en refrigeracion (4
°C).

Antocianinas totales (mg Cy-3-glu /100 g ms)

Mezcla gaseosa Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10
MAP 1(2,5/2,5) 484,31+20,79 515,20+58,74  465,40+25,47  580,09+43,45
Airel 488,42+14,79 504,60+43,68 615,73+22,30 519,50+17,40
MAP 2 (2,5/5,0) 498,24+26,11 427,99+556  498,63+82,99  528,45+24,55
Aire2 225,64+5,37 479,42+29,14  508,55+36,46  502,26+33,61
MAP 3 (80/10)  615,03+28,99  474,42+120,08 460,54+64,55 492,51+150,27
Aire3 537,96+211,41  542,66+24,30  463,60+5,03  461,56+40,82
MAP 4 (80/20) 567,96+3,10 592,07+39,01  489,40+18,81 526,37+140,33
Aired 527,78+20,57  453,37+107,80 546,34+43,41 560,01+21,59
MAP 5 (90/10)  640,18+160,04 688,96+0,08  637,15+15,93 682,58+115,00
Aire5 655,82+35,77 594,25+19,31  580,88+26,87  752,68+4,47

ms: materia seca; n:2

Mediante un anélisis de varianza (ANOVA) se verifico la existencia o no de
diferencias significativas entre las concentraciones de antocianinas totales presentes
en pulpa de tomate de arbol almacenado bajo las distintas atmdsferas modificadas,
respecto a sus contrapartes almacenadas en atmdsfera control (aire) con un nivel de
confianza del 95 %. Para comprobar la existencia de diferencias significativas entre
las medias, se utiliz6 el test de Tukey empleando un nivel de confianza del 95 %
(Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis de concentracién media de antocianinas totales en pulpa de
tomate de arbol en cada tratamiento (gas vs control) durante 10 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

Tratamiento *MAP *Aire Dif. abs.  Dif. rel. Sig.
(mg Cy-3-glu /100 g ms) (%) 95%
MAP 1 vs Al 511,25 532,06 -20,81 -4% ns
MAP 2 vs A2 488,32 428,97 59,36 14 % ns
MAP 3 vs A3 509,14 501,44 7,70 2% ns
MAP 4 vs Ad 542,85 521,88 20,97 4% ns
MAP 5 vs A5 662,22 645,91 16,31 3% ns

MAP: atmdsfera modificada; A: atmosfera gaseosa compuesta por aire (control); ns: no significativo;
Cy-3-glu: cianidin-3-glucésido; ms: materia seca

El ANOVA determin6 que ninguna de las atmdsferas modificadas estudiadas hizo
variar de forma significativa (p<0,05) el contenido promedio de antocianinas totales
de la fruta durante el almacenamiento refrigerado, respecto a las atmdsferas control.
Se compararon los promedios de MAP vy de aire con el dato reportado por Vasco et
al. (2009) de la concentracion de antocianinas totales sobre el tomate de arbol color
morado con un valor de 38 mg/100 g muestra fresca, y se concluye que tiene un valor
mucho mayor que el reportado. Esto se puede deber a que los analisis del presente
proyecto se realizaron utilizando toda la pulpa, en cambio los valores reportados son

Unicamente de las semillas, teniendo una considerable diferencia de concentraciones.

4.1.1.3 Efecto de las atmdsferas modificadas sobre el contenido de antocianinas

totales en cascara.

En la Tabla 7 se presentan los resultados promedio del analisis de antocianinas
totales en muestras de cascara liofilizada de tomate de arbol almacenado por 10 dias

en las atmosferas modificadas (MAP) estudiadas, con sus respectivos controles.
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Tabla 7. Contenido de antocianinas totales en cascara de tomate de &rbol
almacenado bajo atmosferas modificadas y aire (control) en refrigeracion (4

°C).
Antocianinas totales (mg Cy-3-glu /100 g ms)
Mezcla gaseosa —57y Dia 4 Dia 7 Dia 10
MAPL1 (2,5/2,5) 60,95+5,04 57,77+£3,11 81,20+6,40 72,61+5,67
Airel 73,19+2,94  80,69+17,54 92,94+108  63,66+0,72
MAP2 (2,5/5,0) 34,40+0,96  37,00+6,87  37,75+17,40 26,74+1,11
Aire2 42,34+0,94  39,29+16,95 51,07+9,61  33,78+0,97
MAP 3 (80/10) 60,51+7,64  78,88+4,85  66,84+2,96 101,51+0,01
Aire3 55,30+3,34  91,01+19,53 105,84+16,31 101,43+9,49
MAP4 (80/20)  83,29+6,49  104,06+4,08  64,15+8,83  87,01+0,67
Aire4 87,76+6,97  77,88+16,22 85,78+10,85 99,29+7,79
MAP 5 (90/10) 126,63+0,62 126,11+20,92 91,88+2,46 118,79+2,74
Aire5 122,26x£17,54 102,72+3,64 136,91+27,56 147,49+5,86

ms: materia seca; n=2

Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 % para
identificar la existencia o no de diferencias significativas en la concentracion de
antocianinas totales de cascara de tomate de arbol almacenado en las atmosferas
modificadas estudiadas y su respectivo testigo (Tabla 8). Para comprobar la

existencia de diferencias significativas entre las medias, se utilizé el test de Tukey.

Tabla 8. Analisis de concentracién media de antocianinas totales en cascara de
tomate de arbol en cada tratamiento (gas vs control) durante 10 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

Tratamiento *MAP *Aire Dif. abs.  Dif.rel.  Sig.
(mg Cy-3-glu /100 g ms) (%) 95%
MAP 1 vs Al 68,28 77,62 -9,34 -12% falkelel
MAP 2 vs A2 33,98 41,63 -7,66 -18 % kel
MAP 3 vs A3 76,94 88,39 -11,46 -13% ns
MAP 4 vs A4 84,63 87,68 -3,05 -3% ns
MAP 5 vs A5 115,85 127,34 -11,49 -9 % ns

MAP: atmosfera modificada; A: atmosfera gaseosa compuesta por aire (control); ns: no significativo;
Cy-3-glu: cianidin-3-glucésido; ms: materia seca***: significativo al 95% de confianza

La Tabla 14 muestra que los tratamientos 2,5 % O, + 25 % CO,y 25 % O, +5 %
CO; redujeron significativamente (p<0,05) el contenido promedio de antocianinas
totales de la céscara del tomate de arbol durante su almacenamiento refrigerado. La
sintesis de antocianinas en algunos frutos no climatéricos esta relacionada con la

presencia de etileno y esta a su vez por la presencia de oxigeno, al tener menor
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disposicion de oxigeno evitard la sintesis antocianinas, por consiguiente el
almacenamiento en atmdsferas de concentraciones bajas en oxigeno disminuye la
presencia del compuesto bioactivo y por consiguiente perjudica la coloracion de la
fruta (Castilla, 2007; Cerron y Rodriguez, 2007).

4.1.2 CAROTENOS TOTALES

4.1.2.1 Adaptacion del método para carotenos totales

Para determinar el contenido total de carotenos se extrajo el analito con la
metodologia descrita en el capitulo 3. En el extracto obtenido se determind la
absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro UV-visible y se calculd la
concentracion directamente utilizando el coeficiente de extincion molar del B-

caroteno.

4.1.2.1.1 Precision

Para determinar la precisién del método, se realizd el analisis de una muestra
liofilizada de pulpa de tomate de arbol con 6 repeticiones siguiendo el método de
carotenos totales, y se establecio la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.
(Tabla 9).

Tabla 9. Resultados del analisis de precision del método de cuantificacion de
carotenos totales en muestra de pulpa liofilizada de tomate de arbol.

Carotenos totales
(1g B-caroteno/g ms)
30,99
30,86
31,27
30,98
30,85
31,27
Promedio 31,03
Desv. estandar 0,19
Coef. variacién 0,61

MUESTRA

o OB W N

Observando los resultados de la Tabla 8, se determind que el error de repetitividad
méaximo obtenido en el ensayo fue de 0,61 %; este error estuvo dentro del limite

permitido para la concentracion medida (pg/g) de acuerdo a lo establecido por la
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ecuacion de Horwitz (16 %) (Orozco y Baez, 2010), por lo cual se establecié que el

método tuvo la precision adecuada para realizar el analisis.

4.2.1.2 Exactitud

Para el andlisis de exactitud como porcentaje de recuperacién se realiz6 la
determinacion del numero de ciclos de extraccion necesarios para obtener el 100 %
de rendimiento de extraccion de los carotenos utilizando como solvente de extraccion
Hexano/Etanol/Acetona 50/25/25 (v/viv) (Figura 9).

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00 14,08

10,00 5,40

80,52

Extraccién de carotenos totales (%)

0,00
0,00

Extracciones

Figura 9. Porcentaje de extraccion de carotenos totales en muestra pulpa liofilizada de tomate de
arbol.

Observando los resultados de la Figura 9, se establecio que se requirieron 3 ciclos de
extraccion de 20 minutos, para obtener el 100 % de recuperacion de los carotenos.
Con estos resultados se determin6 que el método es robusto puesto que presento la

precision y exactitud adecuada para el nivel de concentracién medido.

4.1.2.2 Efecto de las atmodsferas modificadas sobre el contenido de carotenos
totales en pulpa.

En la Tabla 10 se presentan los resultados promedio del analisis de carotenos totales
en muestras de pulpa liofilizada de tomate de arbol almacenadas por 10 dias en 5

atmosferas modificadas (MAP) diferentes con su control.
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Tabla 10. Contenido de carotenos totales en pulpa de tomate de arbol
almacenado bajo atmosferas modificadas y aire (control) en refrigeracion (4

°C).

Mezcla gaseosa

Carotenos totales

(mg B-caroteno / 100 g ms)

Dial Dia 4 Dia 7 Dia 10
MAP1 (2,5/2,5) 3,04£0,04 2,89+0,00 2,96+0,47 3,94+0.38
Airel 3,04+0,06 3,07£0,12  2,62+0,10 3,03%0,14
MAP2 (2,5/5,0) 2,09+0,24 2,18+0,20 2,45+0,30 2,53+0,05
Aire2 2,28+0,01 2,86+0,36  2,67+0,02 2,25+0,20
MAP 3 (80/10)  4,05+0,17 3,82+0,37  4,45+0,90 3,50£0,90
Aire3 3,561+0,06 4,57+0,12 4,42+0,10 3,70+0,14
MAP4 (80/20)  2,59+0,81 3,25+3,65 2,91+5,44  3,70%6,30
Aired 3,60+0,40 3,10+4,06 3,32+6,33  3,1048,07
MAP 5(90/10)  3,22+0,16  3,23+0,09  2,84+0,49  3,65%0,45
Aire5 3,41+0,14 2,60+0,01  3,53+0,38 3,32+1,02

ms: materia seca; n=2
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA simple) con un nivel de confianza del 95
% para la variable concentracion de carotenos totales de pulpa de tomate de arbol
almacenado en las atmdsferas modificadas estudiadas y sus respectivas atmasferas
control (aire) (Tabla 11). Para comprobar la existencia de diferencias significativas
entre las medias, se utilizé el test de Tukey empleando un nivel de confianza del 95
%.

Tabla 11. Andlisis de concentracion media de carotenos totales en pulpa de
tomate de arbol en cada tratamiento (gas vs control) durante 10 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

Tratamiento MAP Aire Dif. abs. Dif.rel.  Sig.
(mg B-caroteno /100 g ms) (%0) 95%
MAP1 vs Al 3,21 2,94 0,27 9% ns
MAP2 vs A2 2,31 2,52 -0,21 -8% ns
MAP3 vs A3 3,96 4,05 -0,10 2% ns
MAP4 vs A4 3,11 3,28 -0,17 5% ns
MAPS5 vs A5 3,24 3,22 0,02 1% ns

MAP: atmosfera modificada; A: atmdsfera gaseosa compuesta por aire (control); ns:
no significativo; ms: materia seca

En analisis de varianza (ANOVA) estableci6 que no existieron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) en las concentraciones de carotenos totales

de todos los tratamientos.
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El promedio de carotenos totales en pulpa de las atmdsferas estudiadas tiene un valor
de 2,31 a 4,5 mg/100 g ms. Estos valores, comparados con datos bibliograficos
reportados por Vasco et al. (2009) de 5,2 mg/100 g muestra fresca, realizados en
pulpa de tomate de arbol morado, permitieron observar que el tomate de arbol del
estudio tuvo contenidos similares de carotenos totales que el reportado

bibliograficamente.
4.1.3 CLOROFILATOTAL

4.1.3.1 Adaptacion del método para analisis de clorofila total

Para el analisis de clorofila total se realizo la extraccion mediante el método descrito
en el capitulo 3. Utilizando las absorbancias a 645 y 663 nm, se calcul6 el contenido
de clorofilas parciales (a y b), concentraciones que se utilizaron para tener el calculo

final de clorofila total.

4.1.3.1.1 Precision.

Para determinar la precision del método, se llevo a cabo el analisis de una muestra
liofilizada de céscara de tomate de arbol con 5 repeticiones siguiendo el método de
clorofila total (capitulo 3) y se determiné la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion. (Tabla 11).

Tabla 12. Resultados del analisis de precision del método de cuantificacion
clorofila total en muestra de céscara liofilizada de tomate de arbol.

Clorofila total

MUESTRA (mg/100 g ms)
1 6,61
2 6,70
3 6,63
4 6,51
5 6,69
SUMATORIA 26,45
Promedio 6,63
Desv. estandar 0,08
Coef. variacién 1,20

ms: materia seca

Observando los resultados de la Tabla 12, se determind que el error maximo de
repetitividad obtenido en el ensayo fue de 1,2 %, error que estuvo dentro del limite

permitido para la concentracion medida (mg/100 g) de acuerdo a lo establecido por la
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ecuacion de Horwitz (8 %) (Orozco y Béez, 2010), estableciendo que el método tuvo

la precision adecuada para realizar el analisis.

4.1.3.1.2 Exactitud.

Para el andlisis de exactitud como porcentaje de recuperacién se realizé la
determinacién del numero de ciclos de extraccion necesarios para obtener el 100 %
de rendimiento de extraccion de clorofila total utilizando como solvente de

extraccion acetona 80 % (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de extraccion de clorofila total en muestra de céscara liofilizada de tomate de
arbol.

Observando los resultados de la Figura 10, se establecié que se requirieron 3 ciclos
de extraccion de 5 minutos por vortex, para obtener el 100 % de recuperacién de la
clorofila total. Con estos resultados se determiné que el método es robusto puesto
que presentd la precision y exactitud adecuada para el nivel de concentracion

medido.
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4.1.3.2 Efecto de las atmosferas modificadas sobre el contenido de clorofila total
en cascara.

En la Tabla 13 se presentan los resultados promedio del analisis de clorofila total en
muestras de pulpa liofilizada de tomate de arbol almacenadas por 10 dias en 5
atmosferas modificadas (MAP) diferente con su testigo.

Tabla 13. Contenido de clorofila total en cascara de tomate de arbol almacenado
bajo atmosferas modificadas y aire (control) en refrigeracion (4 °C).

Clorofila total (mg ct/ 100 g ms)

Mezcla gaseosa

Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10
MAP1 (2,5/2,5) 8,94+1,36  7,60+0,53 8,26+0,95 7,61+0,71
Airel 6,47+0,33 6,94+0,41 7,77+0,37 7,47+0,01
MAP2 (2,5/5,0) 10,15+0,37 7,53+0,64 8,15+0,47 9,96+0,54
Aire2 8,13+1,71 11,02+1,43 9,76+0,40 10,19+0,86
MAP 3 (80/10) 5,96+0,11 6,46+0,37 6,26+0,26 6,48+0,22
Aire3 6,58+0,83 6,77+1,00 6,15+0,13 6,92+0,42
MAP4 (80/20)  7,43+0,88 7,90+1,71 6,91+0,56 6,69+0,01
Aired 7,56+0,45 8,72+0,55 8,42+2,71 7,94+1,25
MAP 5 (90/10) 10,08+0,20 11,43+1,39 8,01+0,57 7,39+0,49
Aire5 10,24+1,18 8,93+0,66 8,52+0,12 7,18%0,20

ms: materia seca; n=2

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para la concentracion de clorofila total
en los tratamientos estudiados empleando un nivel de confianza del 95 %, para
demostrar si existieron diferencias estadisticamente significativas en esta variable

(Tabla 14) se utilizé el test de Tukey empleando un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 14. Analisis de concentraciéon media de clorofila total en cascara de
tomate de arbol en cada tratamiento (gas vs control) durante 10 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

MAP Aire Dif. abs. Dif. rel.  Sig.

Tratamiento o Clorofilatotal /100gms) (%)  95%

MAP 1 vs Al 8,10 7,16 -0,94 -13 % ke
MAP 2 vs A2 8,95 9,78 0,83 8 % ns
MAP 3 vs A3 6,29 6,60 0,31 5% ns
MAP 4 vs A4 7,23 8,16 0,93 11 % falake
MAP 5 vs A5 9,23 8,72 -0,51 -6 % ns

MAP: atmésfera modificada; A: atmosfera gaseosa compuesta por aire (control); ns:
no significativo; ms: materia seca***: significativo al 95 % de confianza
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El andlisis de varianza determind que el contenido de clorofila total en la atmosfera
modificada 80 % O, + 20 % CO, tiene una disminucién significativa (p<0,05) del 11
% en comparacion con su control, en el almacenamiento en atmdsferas ricas en
oxigeno algunos procesos siguen activos, una de éstos es la degradacion de la
clorofila, siendo un comportamiento positivo que al disminuir su concentracion da
paso a la formacion de las antocianinas (color rojo) en la piel, que es el color
caracteristico del fruto. En cambio se tiene un efecto contrario en el tratamiento 2,5
% O, + 2,5 % CO, que existidé una retencion significativa (p<0,05) del 13 % con
respecto a su control, es decir que la atmdsfera baja de oxigeno inhibe la degradacién
de la clorofila, efecto negativo provocado por el almacenamiento con estas
composiciones gaseosas teniendo mayor concentracion del bioactivo en el
almacenamiento de la atmodsfera que en el control(Castilla, 2007; Cerron y
Rodriguez, 2007).

4.1.4 FLAVONOIDES TOTALES

4.1.4.1 Adaptacion del método para andlisis de flavonoides totales

Para el analisis de flavonoides totales se realizd la extraccién mediante el método
descrito en el capitulo 3. Una alicuota del extracto se reaccion6 con una solucion de
cloruro de aluminio en medio basico, formando un cromoforo de color rosado en el

cual se determiné la absorbancia a 490 nm en un espectrofotémetro UV-visible.

4.1.4.1.1 Linealidad

En la estandarizacion del método se realizo el estudio de linealidad, donde se utilizd
un set de estandares de catequina con concentraciones que fueron de 0 a 100 ppm,
por triplicado, en tres dias diferentes. Posteriormente se realizd el estudio de
regresion lineal y se establecid una curva de calibracion promedio del método. En la

Tabla 15, se presentan los resultados obtenidos en el andlisis estadistico de los datos.
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Tabla 15. Resultados del estudio de regresion lineal para el método de analisis
de flavonoides totales en tomate de arbol.

Parametro Promedio
m (pendiente) 0,0032
Lo (ordenada al origen)  0,0669
R? 0,9998
tr obtenido 47,0447
trftablas 2,45

Observando los resultados de la Tabla 15 se establecié que la curva de calibracion
promedio presenté un coeficiente de determinacién (R?) de 0,9970, demostrando que
existio una estrecha correlacion lineal entre la absorbancia medida por el equipo y la
concentracion de catequina. De igual manera el analisis estadistico mediante la
prueba t- Student para el coeficiente de correlacion r (p<0,05) determiné que dicha
correlacion lineal fue significativa (p<0,05). En la Figura 11, se presenta la curva de
calibracion promedio con la cual se realizdé la cuantificacion del contenido de

flavonoides totales para todas las muestras de estudio.
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Figura 11. Curva de calibracién promedio para la cuantificacion de flavonoides totales en tomate de
arbol.

4.1.4.1.2 Precision
Para determinar la precision del método, se realiz6 el analisis de una muestra
liofilizada de tomate de arbol con 6 repeticiones siguiendo el método completo y se

determino la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (Tabla 16).
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Tabla 16. Resultados del andlisis de precisién del método de cuantificacién de
flavonoides totales en muestra liofilizada de tomate de arbol.

Flavonoides totales
(mg catequina/100 g ms)

237,86
219,12
232,07
230,88
220,14
235,59
Promedio 229,28
Des. Estandar 7,88
Coef. Variacion (%) 3,44
ms: materia seca

MUESTRA

OOk WN -

Con los resultados de la Tabla 16, se determind que el error de repetitividad maximo
obtenido en el ensayo fue de 3,44 %, el cual estuvo dentro del limite permitido para
la concentracion medida (mg/100 g) de acuerdo a lo establecido por la ecuacion de
Horwitz (8 %) (Orozco y Béez, 2010), estableciendo que el método tuvo la precision

adecuada para realizar el andlisis.

4.1.4.1.3 Exactitud

Para llevar a cabo el analisis de exactitud como porcentaje de recuperacion se realizd
la determinacion del nimero de ciclos de extraccion necesarios para obtener el 100
% de rendimiento de extraccion de flavonoides en la pulpa de tomate de arbol,
utilizando como solvente de extraccion una solucion de metanol/agua/acido formico
70/30/0,1 (v/v/v) (Figura 12).
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Extraccion flavonoides totales

Ciclos de extraccion

Figura 12. Porcentaje de extraccion de flavonoides totales para pulpa liofilizada de tomate de arbol.

Observando la Figura 12, se establecio la necesidad de llevar a cabo 4 ciclos de 10
minutos de extraccion para obtener el 99,4 % de recuperacion de los flavonoides
presentes en la fruta. Con estos resultados se determind que el método resultd ser
robusto, puesto que presentd una precision y exactitud adecuadas para el nivel de

concentracion que se necesitd determinar.

4.1.4.2 Efecto de las atmosferas modificadas sobre el contenido de flavonoides
totales en pulpa.

En la Tabla 17 se presentan los resultados promedio del anélisis de flavonoides
totales en muestras de pulpa liofilizada de tomate de arbol almacenado por 10 dias en

5 atmosferas modificadas (MAP) diferentes con su control.
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Tabla 17. Contenido de flavonoides totales en pulpa de tomate de &rbol
almacenado bajo atmosferas modificadas y aire (control) en refrigeracion (4
°C).

Flavonoides totales

Mezcla gaseosa (mg catequina/ 100 g ms)

Dia 1l Dia 4 Dia 7 Dia 10
MAP 1(2,5/2,5) 184,90+6,33 156,59+13,20 185,20+45,36 199,20+11,62
Control MAP 1  155,55+2,77 157,11+13,19 217,82+20,43 169,58+1,33
MAP 2 (2,5/5,0) 264,39+0,34 302,43+0,11  245,93+8,01 264,33%5,42
Control MAP 2  180,45+0,45 289,86+38,19 211,00+2,15 185,24+22,77
MAP 3 (80/10) 189,12+19,28 186,64+26,34 197,87+14,09 208,40+36,79
Control MAP 3 150,16+32,92 176,24+12,00 135,50+0,19 164,02+14,61
MAP 4 (80/20) 184,91+10,37 199,10+1,37 225,94+16,58 217,16+9,33
Control MAP 4 190,77+2,63 174,95+25,65 177,77+1,48 194,61+30,01
MAP 5 (90/10) 257,66+26,21 274,60+41,64 294,94+86,38 230,62+21,92
Control MAP 5  303,1348,44  265,01+7,71  238,8348,55 261,60+4,34

ms: materia seca; n=2

Tras obtener estos resultados, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) utilizando
la variable flavonoides totales empleando un nivel de confianza del 95 % (Tabla 18),
y para comprobar si existieron diferencias significativas, se utilizo el test de Tukey

empleando un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 18. Analisis de concentracion media de flavonoides totales en pulpa de
tomate de arbol en cada tratamiento (gas vs control) durante 10 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

. . . Sig.

Tratamiento MAP Aire Dif. abs.  Dif. rel. 95%
(mg catequina/100 g ms) (%)

MAP 1vs Al 181,47 175,01 6,46 4 % ns
MAP2vs A2 269,35 217,26 52,09 24 % Fhx
MAP3vs A3 19551 156,48 39,03 25 % Fkx
MAP 4vs A4 206,78 184,53 22,25 12 % Fkx
MAP 5 vs Ab 264,46 267,14 -2,69 1% ns

MAP: atmosfera modificada; A: atmdsfera gaseosa compuesta por aire (control); ns: no significativo;
ms: materia seca; ***: significativo al 95% de confianza

Al observar la Tabla 18, se determind la existencia de efectos significativos (p<0,05)
sobre el contenido promedio de flavonoides totales durante el almacenamiento en la
pulpa de fruta almacenada bajo los tratamientos “2,5 % O, + 5,0 % CO,”, “80 % O, +
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10 % CO,”y “80 % O, + 20 % CO,”, observando que hubo mayor concentracién de
flavonoides totales en dichas atmdsferas modificadas que bajo sus respectivos

controles de aire.

El contenido promedio de flavonoides totales en los MAP vari6 de 156,48 a 269,351
mg/100 g ms. Este valor resulto superior a los 103,80 mg/100 g ms reportados por
Rosas (2016) en pulpa de tomate de arbol anaranjado gigante. Dicha diferencia

probablemente pudo deberse a las variedades consideradas en cada caso.
4.1.5 POLIFENOLES TOTALES

4.5.1 Adaptacién del método para anélisis de polifenoles totales

Para el analisis de polifenoles totales se procedié a la extraccion del analito del
tomate de arbol, utilizando la metodologia descrita en el capitulo 3. La cuantificacién
se realizo por reaccion de color con el reactivo de Folin-Ciocalteu sobre una curva de

calibracion realizada con un set de estandares de acido galico.

4.1.5.1.1 Linealidad

En la estandarizacion del método se realizo el estudio de linealidad, donde se utilizd
un set de estandares de &cido galico con concentraciones entre 0 y 100 ppm, llevando
a cabo las determinaciones por triplicado, en tres dias diferentes. Posteriormente se
realizd el estudio de regresidn lineal y se establecié una curva de calibracion
promedio del método. En la Tabla 19 se presentan los resultados obtenidos en el

analisis estadistico de los datos.
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Tabla 19. Resultados del estudio de regresion lineal para el método de anlisis
de polifenoles en el tomate de arbol.

Parametro Promedio
m (pendiente) 0,0117
Lo (ordenada al origen) 0,0789
R? 0,9995
tr obtenido 82,6432
tr_tabla 2,78

Observando los resultados de la Tabla 19 se establecié que la curva de calibracion
promedio presenté un coeficiente de determinacién (R?) para el ajuste lineal de
0,9995, lo que indico la existencia de una correlacion lineal significativa entre la
absorbancia medida por el equipo y la concentracion de acido galico. En la figura 12
se presenta la curva de calibracion promedio con la cual se realizo la cuantificacion

del contenido de polifenoles totales para todas las muestras de este estudio.
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Figura 13. Curva de calibracion promedio para la cuantificacion de polifenoles
totales.

4.1.5.1.2 Precision

Para determinar la precision del método, se realizd el analisis de una muestra
liofilizada de pulpa de tomate de arbol con 6 repeticiones siguiendo el método de
polifenoles totales, estableciéndose la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion del método (Tabla 20).
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Tabla 20. Resultados del estudio depreciacion del método para andlisis de
polifenoles totales en muestra liofilizada de pulpa de tomate de arbol.

MUESTRA Polifenoles totales
mg/100 g ms
1 704,6
2 706,3
3 705,4
4 712,2
5 702,9
6 707,5
Promedio 706,5
Des. Estandar 3,18
Coef. Variacion (%) 0,45

ms: materia seca

Observando los resultados de la Tabla 20, se determiné que el coeficiente de
variacion obtenido en el ensayo de repetitividad fue de 3,18 %, error que se
encuentra dentro del limite permitido para la concentracion medida (mg/100 g) de
acuerdo a lo establecido por la ecuacion de Horwitz (8 %) (Orozco y Baez, 2010),

estableciendo que el método tuvo la precision adecuada para realizar el analisis.

4.1.5.1.3 Exactitud
Para el analisis de la exactitud como porcentaje de recuperacion, se determino el

namero de ciclos de extraccion necesarios para la obtencién del 100 % de
rendimiento de extraccion de polifenoles, utilizando como solvente de extraccién la
solucion de metanol/Agua/Acido Férmico 70/30/0,1 v/viv (Figura 14).
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Figura 14. Resultados del ensayo de recuperacion de los polifenoles totales en muestra de pulpa
liofilizada de tomate de arbol.
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Observando la Figura 14, se establecio la necesidad de llevar a cabo 5 ciclos de
extraccion de 10 minutos para obtener el 99,79 % de recuperacion de los polifenoles
presentes en la pulpa. Con estos resultados se determiné que el método fue robusto,
puesto que presentd una exactitud y precision adecuada para el nivel de

concentracion que se quiso determinar.

4.1.5.2 Efecto de las atmdsferas modificadas sobre el contenido de polifenoles
totales.

En la Tabla 21 se presentan los resultados promedio del anlisis de polifenoles
totales en muestras de pulpa de tomate de arbol almacenadas por 10 dias en 5

atmasferas modificadas (MAP) diferente con sus testigos.

Tabla 21. Contenido de polifenoles totales en pulpa de tomate de arbol
almacenado bajo atmosferas modificadas y aire (control) en refrigeracioén (4
°C).

Polifenoles totales (mg ac. galico/100 g ms)

Mezcla gaseosa

Dia1l Dia 4 Dia 7 Dia 10
MAP 1(2,5/25) 817,9315,33 861,09+2,16  834,50+22,19 983,90+7,12
Control MAP 1  858,72+0,47 847,70+2,38 834,50+9,09  983,90+1,45
MAP 2 (2,5/5,0) 861,27+73,36  913,47+9,98 861,65+8,40 865,58+18,15
Control MAP 2 939,42+33,94  832,42+44,63 891,96+21,95 865,58+35,47
MAP 3 (80/10) 887,12+61,51 832,774+82,59  981,79+7,70  847,37+83,40
Control MAP 3  782,97+4,75  918,48423,91 865,37+25,93 914,02+52,45
MAP 4 (80/20)  706,49+0,82  852,28+26,61 725,10+27,19 751,28493,44
Control MAP 4  823,92+15,92 744,72+159,19 851,73+85,27 829,90+49,95
MAP 5 (90/10) 822,39+84,18  896,30+50,95 847,52+103,27 894,80+11,87
Control MAP 5  828,90+9,21 775,66+2,85 778,84+4,20  832,20+3,25

ms: materia seca; n=2

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para el factor de composicién gaseosa
sobre la concentracion de polifenoles totales en cada uno de los tratamientos, y para
comprobar si existieron diferencias significativas, se utilizé el test Tukey empleando

un nivel de confianza del 95 % (Tabla 22).
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Tabla 22. Analisis de concentracion media de polifenoles totales en pulpa de
tomate de arbol en cada tratamiento (gas vs control) durante 10 dias de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

. . . Sig.

Tratamiento MAP Aire Dif. abs.  Dif. rel. 95%
(mg &cido galico /100 g ms) (%)

MAP 1vs A1 874,36 867,26 7,09 1% ns
MAP2vs A2 875,49 891,56 -16,07 -2% ns
MAP 3vs A3 887,26 870,21 17,05 2% ns
MAP 4 vs Ad 758,79 812,57 -53,78 -1% Ns
MAP5vs A5 865,25 803,90 61,35 8% falaied

A: atmosfera gaseosa compuesta por aire (control); ns: no significativo; ct: clorofila total; ms: materia
seca; ***: significativo al 95 % de confianza

El anélisis de ANOVA de la Tabla 22 indic6 que la atmosfera 90 % O, + 10 % CO;
tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre el contenido de polifenoles presentes en
el tomate de arbol almacenado, existiendo una mayor concentracion de polifenoles
totales en la fruta envasada en el MAP. El contenido promedio de polifenoles totales
en pulpa de tomate de arbol almacenado en la atmosfera modificada se encontrd
entre valores de 758,79 — 891,56 mg/100 g ms duplicando la concentracion de los
polifenoles totales reportada por Rosas (2016) de 326,42 mg/100 g ms presentes en

el tomate de arbol variedad gigante anaranjado.

4.1.6 SELECCION DE LA MEJOR ATMOSFERA MODIFICADA PARA EL
TOMATE DE ARBOL.

Se resumieron los resultados de los analisis estadisticos de todas las variables
estudiadas (compuestos bioactivos) para determinar la atmdésfera gaseosa idonea para
el almacenamiento del tomate de arbol. Para ello se asigné un valor +1 a un resultado
favorable a la atmosfera modificada frente a su control, 0 cuando se encontraron
diferencias no significativas y un valor -1 a un resultado desfavorable a la atmosfera

modificada frente a su control (Tabla 23).
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Tabla 23. Diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
medias de los compuestos bioactivos presentes en fruta almacenada durante 10
dias bajo los 5 tratamientos gaseosos y refrigeracion (4 °C).

Tratamientos AntoTotP  AntoTotC CarotTotP ClorTotC PolifTotP FlavTotP TOTAL

MAP1 vs Al 0 -1 0 -1 0 0 -2
MAP2 vs A2 0 -1 0 0 +1 0
MAP3 vs A3 0 0 0 0 +1 +1
MAP4 vs A4 0 0 0 +1 0 +1 +2
MAPS5 vs A5 0 0 0 0 +1 0 +1

+1: diferencia significativa a favor del bioactivo almacenado en MAP; 0: no tiene diferencia
significativa del bioactivo entre MAP vy aire; -1: diferencia significativa en contra del bioactivo
almacenado en MAP; AntoTotP: antocianinas totales en pulpa; AntoTotC: antocianinas totales en
cascara; CarotTotP: carotenos totales en pulpa; ClorTotC: clorofila total en cascara; PolifTotP:
polifenoles totales en pulpa; FlavTotP: flavonoides totales en pulpa

Con los datos de la Tabla 23 se determind que el mejor tratamiento global, en
relacion a la retencion del contenido de compuestos bioactivos fue la composicion
gaseosa 80 % O, + 20 % CO,, ya que presentd un balance positivo superior a los

restantes tratamientos.

Se realiz6 un analisis multifactorial (ANOVA) de los contenidos de compuestos
bioactivos almacenados en la atmdsfera 80 % O, + 20 % CO, comparandolo con las
concentraciones de antioxidantes presentes en su testigo (Aire) almacenados 10 dias
a refrigeracion (4 °C), teniendo como factores: las composiciones gaseosas y los dias
de analisis (Tabla 1).

4.1.6.1 ANTOCIANINAS TOTALES DE PULPA LIOFILIZADA EN EL MAP
(80 % O, + 20 % CO,)

En la siguiente figura se presenta la evolucion del contenido de antocianinas totales
durante los 10 dias de almacenamiento para la atmésfera modificada formada por la

composicion de gases 80 % de oxigeno y 20 % de didxido de carbono.
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Figura 15. Evolucién del contenido de antocianinas totales (mg/100 g ms) en pulpa de tomate de
arbol almacenado durante 10 dias bajo la mezcla gaseosa 80 % O, + 20 % CO, y el control 4 (aire).

Observando la Figura 15, se establecio que el contenido de antocianinas totales para
la composicion gaseosa utilizada tuvo un descenso desde el dia 1 al dia 10 perdiendo
una concentracion total de 7,32 % en todo su almacenamiento. En cambio en el
control gaseoso de aire, tuvo un incremento 6,10 % de antocianinas totales en pulpa
desde el primer dia hasta el décimo dia. Pérez y Sanz (2001) tuvieron en sus
estudios, evoluciones similares en fresa (fruto no climatérico) almacenadas en
atmdsferas modificadas por 7 a 9 dias, en la que existio biosintesis de antocianinas
(aumento) en frutas almacenadas en el aire y una estabilidad o incluso disminucion
del contenido de antocianinas en atmdsferas con contenido de 80 % de O, + 20 % de
CO..

El comportamiento de las antocianinas en atmdsferas modificadas puede ser debido a
que existid oxidacion aerobica del &cido ascorbico (A) catalizada con el ion cuprico
en presencia de oxigeno, produciendo perdxidos de hidrogeno que destruyen
indirectamente las antocianinas (Figura 16) (Dekker y Dickinson, 1940;
Sondheimer y Kertesz, 1953).
Cu*+ + H,A > CuA 4 2H*
CuA —» Cu't ~+ Intermediate products

Intermediate products —> Dehydroascorbic acid
Cu+ + H+ + 1/202 —_— cli++ + l/‘}Hzoz

Figura 16. Reaccién de oxidacién de &cido ascérbico (A) en oxigeno catalizada por el i6n cuprico.
Fuente: (Dekker y Dickinson, 1940)
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La variedad mora presenta una cantidad de 16 mg de acido ascorbico / 100 g ms
segun Vasco et al. (2009), sustancia que puede utilizarse como precursor para este

tipo de reacciones.

4.1.6.2 ANTOCIANINAS TOTALES EN LA CASCARA LIOFILIZADA EN
EL MAP (80 % O, + 20 % COy)

En la siguiente figura se presenta la evolucion del contenido de antocianinas totales
durante los 10 dias de almacenamiento para la atmdsfera modificada formada por la

composicion de gases 80 % de oxigeno y 20 % de diéxido de carbono.
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Figura 17. Evolucidn de antocianinas totales en cascara (mg/100g ms) en cascara de tomate de arbol
almacenada durante 10 dias a 4 °C, bajo la mezcla gaseosa 80 % O, + 20% CO, y el control 4 (aire).

Observando la Figura 17 se establecio que el contenido de antocianinas totales en
cascara se mantuvo en los 4 primeros dias de almacenamiento en 80 % O, + 20 %
CO,, es decir, que la atmésfera no afectd la concentracién de antocianinas (incluso
tuvo mayor concentracion) y luego tuvo una bajada a los 7 dias. Valle et al. (2008)
manifiestan que concentraciones altas de CO, pueden alterar el pH del tejido, ya que
dicho gas se puede fijar como HCOj3" en medio acuoso, cambiando la actividad de las
enzimas presentes en el tejido, produciéndose la degradacion subsiguiente de estos
compuestos. Al observar el comportamiento de las antocianinas totales presentes en
la fruta almacenada en aire, no se puede decir que existiese este comportamiento por
tener niveles bajos de CO,, teniendo una diferencia de 4,46 % sobre el contenido

inicial de las antocianinas totales en cascara.
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4.1.6.3 CAROTENOS TOTALES EN PULPA LIOFILIZADA EN EL MAP (80
% O, + 20 % COy)

En la siguiente figura se presenta la evolucion del contenido de carotenos totales
durante los 10 dias de almacenamiento para la atmdsfera modificada formada por la

composicion de gases 80 % de oxigeno y 20 % de dioxido de carbono.
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Figura 18. Evolucion de carotenos totales (mg/100 g ms) en pulpa de tomate de arbol almacenada
durante 10 dias a 4 °C, bajo la mezcla gaseosa 80 % O, + 20% CO, y el control 4 (aire).

Observando la Figura 18 se establecio que el contenido de carotenos totales en
atmosfera modificada fue teniendo una tendencia de crecimiento desde el dia 1 al dia
10, teniendo un aumento de 30 %, es decir, que existid biosintesis de carotenos luego
de la postcosecha. Estos resultados confirman los estudios realizados por Ospina y
Cartagena (2008) que indican que la modificacion de las atmdsferas ayuda a la
biosintesis de carotenos. Se puede concluir que la biosintesis de carotenos continta
en postcosecha en este tipo de atmosferas modificadas. Lopez et al. (2011) indicaron
que la concentracion de esta biomolécula no es afectada por el porcentaje alto de O,
pero tanto en aire y atmosfera, a los 10 dias de almacenamiento no existié ni

ganancia ni pérdida significativa para este tipo de biomoléculas.

4.1.6.4 CLOROFILA TOTAL EN CASCARA LIOFILIZADA EN EL MAP (80
% O, + 20 % CO,)

En la siguiente figura se presenta la evolucion del contenido de clorofila total durante
los 10 dias de almacenamiento para la atmosfera modificada formada por la

composicion de gases 80 % de oxigeno y 20 % de dioxido de carbono.
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Figura 19. Evolucion de clorofila total en cascara de tomate de arbol (mg/100 g ms) durante 10 dias
de almacenamiento, bajo la mezcla gaseosa 80 % O, + 20 % CO, y el control 4 (aire).

Observando la Figura 19 se establecid que el contenido de clorofila total fue
decayendo desde el dia 1 hasta el dia 10 con una pérdida de 10 %, comparandolo con
estudios realizados en pigmentos, segun Guevara y Jiménez (2006) en la
maduracion del fruto la pérdida de clorofila se debe a la accion de la enzima
clorofilasa dando paso a la sintesis paralela de nuevos pigmentos como las
antocianinas caracteristicas del color rojo en tomate de arbol morado. También que la
degradacién de la clorofila esta relacionada con la presencia de etileno en el medio
de almacenamiento (relacién directa entre niveles de oxigeno y los niveles de
etileno). La existencia de niveles considerables de este gas en la atmdsfera
modificada quizd pudo permitir la degradacién de la clorofila en los dias de
almacenamiento, deduciendo que pudo contribuir a la degradacion del compuesto
bioactivo (Cerréony Rodriguez, 2007; Gomez y Camelo, 2002).

4.1.6.5 FLAVONOIDES TOTALES EN PULPA LIOFILIZADA EN EL MAP
(80 % O, + 20 % COy).

En la siguiente figura se presenta la evolucion del contenido de flavonoides totales
durante los 10 dias de almacenamiento para la atmdsfera modificada formada por la

composicion de gases 2,5 de oxigeno y 5,0 de dioxido de carbono.
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Figura 20. Evolucion de flavonoides totales (mg/100g) en pulpa de tomate de arbol almacenada
durante 10 dias a 4 °C, bajo mezcla gaseosa 80 % O, + 20 % CO, y el control 4 (aire).

En la Figura 20, se aprecia que la atmosfera modificada aumenté el contenido de
flavonoides, es decir, que la biosintesis de flavonoides se mantuvo durante los 10
dias, confirmando los estudios realizados por Gunes et al. (2002) en arandano (fruto
no climatérico). Dichos autores indican que el porcentaje de composicidn gaseosa en
atmdsferas modificadas para su almacenamiento no degrada flavonoides presentes,
concluyendo que los procesos bioquimicos en el almacenamiento de esta atmosfera
contindan hasta los 10 dias, incrementando su concentracion en un 17 % con
respecto al primer dia. La pérdida de contenido de flavonoides puede estar
relacionado con la actividad de la polifenoloxidasa, que al encontrarse a niveles altos
de oxigeno, produce quinonas que son altamente reactivas con los flavonoides
(Baquero et al., 2005). En la siguiente figura se observa la actividad de dicha enzima
(Guerrero, 2009).

OH

120 PPO )
—_—
Actividad Cresolasa + HO
0 \.

Monofenol

OH

0-Quinona L .
Aminodcidos o Proteinas ——— Melaninas

oH 0
1/20 PPO + H.0
[ — 2
Actividad Catecolasa 0

Difenol 0O-Quinona

0 Melanoidinas

Figura 21. Mecanismo general de la polifenoloxidasa en planta. Fuente: (Guerrero, 2009)



Al encontrarse en una atmosfera con 80 % de oxigeno se pudo causar la inhibicion
del sustrato de la PPO, hipdtesis planteada por Day (1996).

Se comparé el comportamiento de la atmosfera idonea con estudios realizados con
atmasferas controladas compuestas por concentraciones de oxigeno superiores al 60
%, que demostraron un aumento similar de los flavonoides almacenados en
atmdsferas controladas (>60 % O,) con respecto a flavonoides presentes en aire,

después de 35 dias de almacenamiento (Zheng et al., 2003),

4.1.6.6 POLIFENOLES TOTALES EN PULPA LIOFILIZADA EN EL MAP
(80% O, + 20 % CO,)

En la siguiente figura se presenta la evolucion del contenido de polifenoles totales en
pulpa de tomate durante los 10 dias de almacenamiento para la atmosfera modificada
formada por la composicion de gases 80 % de oxigeno y 20 % de didxido de

carbono.
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Figura 22. Evolucién de polifenoles totales (mg/100g) en pulpa de tomate de arbol almacenada
durante 10 dias a 4 °C, bajo mezcla gaseosa 80 % O, + 20 % CO, y el control 4 (aire).

Observando la Figura 22 se establecio que la composicion gaseosa 80 % O, — 20 %
CO;, no tuvo efecto sobre el contenido de polifenoles, manteniendo la concentracion
desde el inicio hasta el final del almacenamiento y también se observo que los
valores se mantuvieron por debajo de los de la fruta control. Al encontrarse en una
atmasfera con 80 % de oxigeno pudieron causar la inhibicion del sustrato de la PPO
0, alternativamente, altos niveles de quinonas incoloras formadas, las cuales pudieron

causar la inhibicion por retroalimentacion de la PPO, evitando que se degradasen.
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Esta fue una hipétesis planteada por Day (1996). Este comportamiento también pudo

observase en el control gaseoso donde la concentracion del analito fue igual en el dia

1 y el dia 10. Este analisis se comparé con estudios realizado en otro tipo de

vegetales donde los niveles altos de O, en atmosferas no afectaron al pardeamiento

enzimatico del vegetal causado por la PPO (Adel Kader y Ben-Yehoshua, 2000), y

en estudios donde la cantidad de polifenoles se mantuvo en el almacenamiento de la

fruta en atmosferas controladas con altos niveles de oxigeno (>60 %) (Zheng et al.,

2003).

4.2 VERIFICACION DE LAS HIPOTESIS

En la pulpa del tomate de arbol se determiné que:

La concentracién de antocianinas totales en pulpa no presenta diferencias
estadisticamente significativas debido al efecto de las AM estudiadas sobre
las medias de las concentraciones de las antocianinas totales en pulpa en
todos los tratamientos (ANOVA simple). Centrandose en la atmosfera de
almacenamiento idénea (80 % oxigeno + 20 % didxido de carbono), se
observé estadisticamente que existen diferencias significativas en los
almacenamiento de los 10 dias observado en la Figura 14, perdiendo una
concentracion total de 7,32 % en todo su almacenamiento, indicando que el
efecto producido no es benéfico para este compuesto bioactivo. Se acepta la
hipdtesis nula.

La concentracion media de los carotenos totales no presenta diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA simple) en ninguno de los
tratamientos estudiados. Al observar el anélisis de la mejor atmoésfera 80 %
de oxigeno + 20 % de diéxido de carbono, se comprob6 que la atmosfera
realiza cambios en la composicion de carotenos totales teniendo una
tendencia ascendente de concentracion desde dia 1 hasta dia 10 (Figura 16),
es decir que aunque no sea significativo el cambio, al pasar el tiempo de
almacenamiento existié un efecto de benéfico del MAP sobre este compuesto
bioactivo del fruto, aceptando la hipotesis nula.

La concentracion de los flavonoides totales tuvo wuna diferencia
estadisticamente positiva en los tratamiento gaseosos: “2,5% oxigeno + 5,0%

de dioxido de carbono”, “80% oxigeno + 10% de dioxido de carbono” y
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“80% oxigeno + 20% de dioxido de carbono” teniendo mayor produccion
media de flavonoides totales con respecto a su control (ANOVA simple). Al
analizar la atmosfera modificada idonea “80% oxigeno + 20% de dioxido de
carbono” se observd que existe diferencias significativas entre la
concentracion de los flavonoides en atmosfera modificada y el control,
aumentando por 10 dias la concentracién (Figura 18), aceptando la hipotesis
alternativa.

El analisis de ANOVA simple indicé que en polifenoles totales Unicamente el
tratamiento “90% oxigeno + 10% de didxido de carbono”, tiene un efecto
estadisticamente positivo en la concentracion media general del gas con
respecto a su control (aire). Pero al analizar la atmosfera idonea “80%
oxigeno + 20% de dioxido de carbono” se dedujo que no tiene significancia el
almacenamiento en este tipo de atmoésfera ya que tiene el mismo
comportamiento con los polifenoles presentes en aire, manteniendo por 10
dias la misma concentracion de polifenoles totales (Figura 19), lo que se

acepta la hipotesis nula.

En la piel (cascara) del tomate de arbol se determino que:

La concentracion de clorofila total presenta diferencias estadisticamente
significativas para la composicion gaseosa “80 % O, + 20 % CO,” (ANOVA
simple), presentd diferencia estadisticamente significativa en la concentracion
de clorofila de la media de la composicién gaseosa, en cada dia de
almacenamiento, observandose que el efecto que produce de
almacenamiento, la concentracion de clorofila no dependié de la atmosfera
gaseosa disminuye la concentracion de clorofila total en 10 dias de
almacenamiento (Figura 17), aceptando la hipotesis alternativa.

La concentracion de antocianinas totales en céascara en los tratamientos
presenta diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos “2,5%
oxigeno + 2,5%” y “2,5% oxigeno + 5,0%”, indicando que existe menor
concentracion de antocianinas en los tratamientos con respecto a su control
(AIRE). El analisis de la mejor atmosfera 80 % de oxigeno + 20 % de didxido
de carbono, no present6 diferencia entre las medias de la concentracion de

antocianinas totales en la composicion gaseosa en los 10 dias de
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almacenamiento, llegando a tener concentraciones similares en el dia 1 y en

dia 10 (Figura 15), aceptando la hipotesis nula.
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES

Los diferentes compuestos bioactivos sufrieron cambios por la aplicacién de
las 5 atmdsferas modificadas, presentando aumento o disminuciéon de su
concentracion en el tomate de arbol almacenado por 10 dias en refrigeracion
4 °C.

Las técnicas analiticas de determinacion de antocianinas, carotenos,
clorofilas, flavonoides y polifenoles tuvieron la precision y exactitud
necesaria para obtener resultados confiables de las concentraciones de todos
los andlisis realizados en céscara y pulpa de tomate de arbol.

Se observd que los componentes bioactivos de la cascara tuvieron variacion
significativa con respecto a su control por la aplicacion de atmosferas
modificadas: “2,5 % oxigeno + 2,5 % dioxido de carbono” y “2,5 % oxigeno
+ 5,0 % dioxido de carbono” para antocianinas totales disminuyendo la
concentracion en un 12 % y 18 % respectivamente; y con el tratamiento
gaseoso 80 % oxigeno + 20 % de didxido de carbono degradando un 11 % de
clorofila total.

Se observd que la concentracion de los flavonoides totales tuvieron un
incremento significativo del 25 % en la fruta almacenada a la concentraciones
gaseosas de “80 % oxigeno + 10 % de didxido de carbono” y un incremento
8 %del contenido de polifenoles totales en la pulpa almacenada en el
tratamiento de “90% oxigeno + 10 % de didéxido de carbono” con respecto a
su control.

Se determiné de manera global que el mejor tratamiento de almacenamiento
para el tomate de arbol fue “80 % oxigeno + 20 % de didxido de carbono”,
permitiendo obtener un incremento en la biosintesis del 12 % flavonoides
totales en pulpa y una disminucién significativa del 11 % de en clorofila con
respecto a su control. Sin afectar de forma significativa en la concentracion
en antocianinas totales en pulpa y céscara, carotenos totales y polifenoles

totales en pulpa a los 10 dias de almacenamiento;
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5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar en préximos estudios, un anlisis del de los
componentes bioquimicos en su dia cero, antes de ser almacenado en la
composicion gaseosa estudiada y el aire control, para conocer los contenidos
iniciales y asi poder realizar una cinética de biosintesis o degradacion de los
analitos estudiados.

Se recomienda realizar analisis de evolucion del &cido ascérbico y otros
acidos organicos mayoritarios presentes en el tomate de arbol en el mejor
tratamiento de almacenamiento, ya que segun estudios bibliogréaficos la
presencia o ausencia puede influenciar en el contenido de antocianinas totales
en pulpa.

Se recomienda el estudio de la produccion de etileno de la fruta en
almacenamiento bajo las diferentes atmdsferas modificadas, para poder tener
una mejor comprension de los fendmenos bioguimicos subyacentes en el

proceso respiratorio y de la maduracién de la fruta.
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ANEXOS.

ANEXO 1. PROCESO DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS TOTALES

DETERMINACION DE ANTOCIANINAS
TOTALES

PES AR
muestra lofilizada

ADICIONAE.
solucidn buffer pH 1,00 4.5

ACITAR.
5 min. en el romltivdxer

COLOCAR.
10 min. en el nltrasonido

h

CENTRIFUGAR
10 tain. a la maxiria capacidad.

MEDIR L& ABSORBANCTA
a 510 % 700 rzn
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ANEXO 2. PROCESO DE EXTRACCION DE CAROTENOS TOTALES

DETERMINACION DE CARCTENDS TOTALES

FES &R,
muestra liofilizada

LTICICH AR
solucidne xtractora + 1 g de CaCl,

LGITAR.

Smin.en el ulbraxer

CENTRIFUGAR.
10 min. a la mavima capacidad.

SEPARLE.
las fases en tubos de ensayn

MEDIE. L& 8BSORBAMCLL
a 490 nm

o
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ANEXO 3. PROCESO DE EXTRACCION DE CLOROFILA TOTAL

[ DETERMHNACION DE CIOROFILA TOTAL ]

PES AR
muestra liofilizada

LTICTCH AR
solucion extractora acetona E0%

BOTTLE,
Smin.en el raulbrmxer

CENTRIFUGAR.
10 min. a la mavima capacidad.

e

MEDIR. L& ABSORBANCIA
645 7663 nm
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ANEXO 4. PROCESO DE EXTRACCION DE FLAVONOIDES Y
POLIFENOLES TOTALES

CETERMIMACICN DE FLAVONOIDES ¥ POLIFEMOLES
TOTALES

PES AR
rmestra lofilizada

ADICION AR,
aoluzidn extraccion retanol 705

AGITLE
3 min. en el ronltivniver

COLOC AR,
10 main. en el ultrasomdn

CENTRIFUCGAR.
10 mmin. a la maxira capacidad.

RELLIZAR
tespectlvas reacciones para
flavonoides wpoliferoles totales

MEDIR. L& ABRSORBANCTA
a 490 rm (flavonoides)
v A0 ren (polifenole s)
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ANEXO 5. TROMPETA DE HORWITZ.
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Fuente: (Orozco y Béez, 2010)

ANEXO 6. CONCENTRACION DE ANALITOS CON RESPECTO A
COEFICIENTE DE HORWITZ.

Tabla 24. Coeficiente de variacién de Horwitz para diferentes concentraciones
de analitos.

Concentracion de analito Coeficiente de variacion de Horwitz
10 % 2,8 %
1% 4,0 %
0,1% 5,6 %
0,01 % 8,0 %
1 ppm 16 %
1 ppb 45 %

Fuente: (Orozco y Béez, 2010)
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