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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto que produce la aplicacion de
un recubrimiento a base de quitosano en la calidad postcosecha de la mora de castilla
(Rubus glaucus Benth), con el proposito de mejorar las caracteristicas fisicoquimicas,
mantener los compuestos bioactivos y prolongar el tiempo de vida util de la fruta, para
asi brindar a los consumidores un producto de mejor calidad y reducir las pérdidas

postcosecha.

Los andlisis se realizaron en moras sin recubrimiento (control) y moras con
recubrimiento de quitosano. Se evalu6 la calidad fisico-quimica en cuanto a pH,
acidez, solidos solubles, color (cada 2 dias), porcentaje de pérdida de peso y firmeza
(todos los dias), contenido de compuestos bioactivos en cuanto a vitamina C,
polifenoles, antocianinas y actividad antioxidante (cada 3 dias). Ademas se midio la

tasa de respiracion de las moras todos los dias.

Los resultados indican que el recubrimiento no afectd las caracteristicas fisicoquimicas
de la mora ya que al realizar el andlisis estadistico no hubo diferencia significativa
entre las moras sin recubrimiento (control) y las moras con recubrimiento de quitosano
para la mayoria de analisis realizados, pero en respiracion durante el almacenamiento
la tasa de respiracion fue menor en las moras con recubrimiento de quitosano y la

actividad antioxidante fue mayor en los primeros dias de almacenamiento.

Sin embargo la aplicacion del recubrimiento le brinda una mejor apariencia visual a la
fruta que podria ser atractiva para los consumidores, lo que posiblemente
incrementaria las ventas y disminuiria las pérdidas postcosecha. Por el
almacenamiento en refrigeracion el tiempo de vida util de las moras con y sin

recubrimiento fue de 7 dias.

PALABRAS CLAVES: mora de Castilla, recubrimiento de quitosano, postcosecha,

almacenamiento refrigerado, compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of the application of a chitosan
coating on postharvest quality of blackberry (Rubus glaucus Benth).For the purpose
of improving the physicochemical characteristics, maintain the bioactive compounds
and prolong the Shelf life of the fruit. To provide at the consumers A better quality

product and reduce postharvest losses.

The analysis were in uncoated blackberries (control) and blackberries with chitosan
coating. Physicochemical parameters such as pH, acidity, soluble solids, color (every
2 days), percentage of weight loss and texture (everyday), bioactive compounds such
as vitamin C, polyphenols, anthocyanins and antioxidant activity color (every 3

days).In addition, the respiration rate of blackberries was measured every day.

The results indicate that the coating did not affect the physicochemical characteristics
because there was no significant difference between treatments for the majority of
analyzes performed. The respiration rate was lower in the blackberries with chitosan

coating and the antioxidant activity was higher in the first days of storage.

However the application of the coating gives a better visual appearance to the fruit.
The coated fruit is attractive to consumers, this could increase sales and reduce post-
harvest losses. The storage in refrigeration allowed that the blackberries had a shelf

life of seven days.

KEYWORDS: blackberry, chitosan coating, postharvest, refrigerated storage,

bioactive compounds.
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INTRODUCCION

Ecuador es uno de los paises mas ricos en flora ya que sus productos pueden ser
cultivados durante todo el afio, pero es importante que el manejo postcosecha sea
adecuado para evitar el deterioro de los productos y pérdidas econdémicas a los
productores. Las pérdidas postcosecha han llevado a investigar nuevos métodos de
conservacion que permitan mantener el valor nutricional y las caracteristicas propias

del producto por mayor tiempo (Amores, 2011).

En Ecuador las variedades de mora més conocidas son la mora de Castilla (Rubus
glaucus Benth) y la mora Brazos (Rubus sp.) que se cultivan principalmente en las
provincias de Tungurahua, Bolivar y Pichincha. En la provincia de Tungurahua es un
producto de alto interés comercial por ser un recurso alimenticio de buena calidad, ser
considerada funcional, debido a los efectos benéficos que produce en la salud, y ser
una fruta que se cosecha casi todo el afio (Farinango & Rurales, 2010). Se estima
que la superficie cultivada de mora es de 5247 hectareas siendo Tungurahua y Bolivar

las provincias con mayor produccion (Brito, 2011).

Los recubrimientos comestibles son una de las tecnologias que destacan por su
capacidad de controlar la transferencia de agua y gases y la tasa de crecimiento
microbiano y de mantener las caracteristicas de los alimentos. Estos recubrimientos
permiten ademas, disminuir los dafios durante la manipulacion y el transporte, retardar
el envejecimiento, impartir brillo y conservar el color de la fruta para asi, mantener la

calidad postcosecha (Velasquez-Moreira & Guerrero, 2014).

En la actualidad existe una gran variedad de recubrimientos comestibles que, en
combinacion con otros componentes como agentes antioxidantes, compuestos
nutricionales y antimicrobianos, pueden ser aplicados a los alimentos para mejorar su
calidad, valor nutricional, inocuidad y aceptabilidad por parte de los consumidores
(Velasquez-Moreira & Guerrero, 2014).
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El quitosano es el segundo polisacarido mas abundante después de la celulosa, tiene
propiedades fungicidas, bactericidas, nematicidas y es de baja toxicidad, inclusive
menos toxico que la sal de mesa. Estas propiedades le hacen un ingrediente ideal para
la formacion de recubrimientos comestibles. Ademas, al degradarse no se generan
productos dafinos para la salud ya que algunos estudios han demostrado que la quitina
y el quitosano se biodegradan in vivo por su susceptibilidad a la hidrélisis enzimética
(Morey & Quinde, 2012; Valenzuela & Arias, 2012).

El quitosano es un producto natural que ha tenido éxito en el area de la produccion
agraria ecologica y ha despertado gran interés en la industria agroalimentaria por lo
que en la actualidad se expende en el mercado como aditivo alimentario en paises
como Japdn, Inglaterra, Noruega, Portugal y Espafia (Vargas, Gonzales-Martinez,
Chiralt, & Chéfer, 2010).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de un recubrimiento a
base de quitosano sobre la calidad postcosecha y la vida Gtil de las moras de Castilla
almacenadas en refrigeracion, con la finalidad de mantener la caracteristicas
fisicoquimicas y los compuestos bioactivos en la mora para brindar a los consumidores

un producto de calidad y ademas, reducir las pérdidas postcosecha.
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CAPITULO I

EL PROBLEMA

1.1 TEMA DE INVESTIGACION

Evaluacion del efecto de un recubrimiento con quitosano sobre la calidad postcosecha de

la mora de Castilla (Rubus glaucus Benth)

1.2 JUSTIFICACION

En el Ecuador la mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) se cultiva casi todo el afio y
posee gran aceptacion en el mercado nacional e internacional, resultando de interés
comercial para los productores. Estas frutas tienen un alto valor nutritivo ya que poseen
vitaminas A y B y una gran cantidad de minerales que pueden resultar benéficos para la
salud (De Moura et al., 2011; Gobernacion de Antoquia, 2014).

Por otro lado, las moras son una de las bayas mas perecederas porque su piel es muy fina
y fragil y presenta altas tasas de respiracion y transpiracion (Joo, Lewandowski, Auras,
Harte, & Almenar, 2011). Ademas, debido a que se trata de un fruto no climatérico, no
continda con su proceso de maduracién después de ser cosechado y por lo tanto la cosecha
debe realizarse en un estado de madurez préximo a la madurez de consumo, con la
desventaja de que en este estado las frutas son més sensibles a los dafios mecanicos
(Sanchez, Real, & Pérez, 2013).

Una alternativa para prolongar la vida atil de estas frutas es la aplicacion de
recubrimientos comestibles que permiten la formacion de barreras semipermeables y una
reduccion del intercambio de gases, de la migracion de solutos y de trastornos fisiol6gicos
en la fruta (Herndndez-Munoz, Almenar, Valle, Velez, & Gavara, 2008; Oliveira,
Kwiatkowski, Rosa, & Clemente, 2014). En este sentido, el quitosano es un
recubrimiento prometedor debido a sus excelentes propiedades en la formacion de

peliculas, a su actividad antimicrobiana y a su biocompatibilidad (Oliveira et al., 2014).



De ahi que este estudio se realizé con el fin de evaluar el efecto de la utilizacion de un
recubrimiento a base de quitosano sobre el tiempo de vida util de la mora y la calidad

postcosecha de la fruta.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General
¢ Evaluar el efecto de un recubrimiento de quitosano sobre la calidad postcosecha

de la mora.

1.3.2 Objetivos Especificos
+ Estudiar el efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de quitosano sobre

la vida util de las moras almacenadas a (6 £ 1 °C)

+ Analizar como influye la aplicacion del recubrimiento con quitosano en la tasa

respiratoria de la mora de Castilla

¢ Evaluar el efecto del recubrimiento sobre la actividad antioxidante y el

contenido de polifenoles, antocianinas y vitamina C de las moras

+ Determinar como influye la aplicacion del recubrimiento con quitosano en las
propiedades fisicoquimicas (pérdida de peso, color, firmeza, sélidos solubles,

pH y acidez titulable) de la fruta.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

La mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) es una fruta altamente perecible que requiere
de especial cuidado durante la cosecha, almacenamiento, manipulacion, transporte y
comercializacion para mantener sus caracteristicas fisicoquimicas. Esta fruta tiene una
vida util muy corta, de 2 a 3 dias en refrigeracion, por lo que su expendio en el mercado
es muy limitado y suelen existir valiosas pérdidas econdmicas, tanto para productores

como para comerciantes (Joo et al., 2011).

La vida postcosecha de la mora estd determinada también por su susceptibilidad a la
pérdida de agua y a las lesiones mecénicas, pero sobre todo, a enfermedades. Los altos
niveles de azlcar, nutrientes y actividad de agua en la mora permiten el crecimiento de
una gran variedad de hongos sobre la fruta (Oliveira et al., 2013). En particular, el moho
gris es una de las enfermedades méas graves en las bayas ya que puede afectar antes y
después de la cosecha produciendo enormes pérdidas econdmicas. Para mantener la
calidad de estas frutas durante el almacenamiento es recomendable mantener bajas
temperaturas (0 — 0,5 °C) con una humedad relativa de 90 — 95 % (Montalvo & Brito,
2010).

En los altimos afios el consumo de frutas y hortalizas ha incrementado a nivel mundial
debido a que su consumo esta relacionado con posibles efectos benéficos en la salud
humana. La mora es una de las frutas mas apetecidas por poseer vitaminas, minerales,
carotenos, azucares, compuestos antioxidantes, etc., que permiten eliminar radicales
libres y evitar desordenes y enfermedades en el ser humano (Sanchez et al., 2013;
Vargas et al., 2010).

Las pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas producidas por hongos se pueden

controlar de forma eficaz con la aplicacion de fungicidas, pero los residuos que dejan



estos productos en las frutas resultan perjudiciales para la salud. Por esto existe una
creciente necesidad de desarrollar nuevos métodos que permitan controlar estas pérdidas.
En este sentido, una de las alternativas méas prometedoras es la aplicacion de
recubrimientos comestibles (Hernandez-Munoz et al., 2008; Sanchez-Dominguez,
Bautista-Bafios, & Castillo, 2007).

El quitosano es un polisacarido que se obtiene mediante desacetilacion alcalina de la
quitina que se encuentra en gran cantidad en el exoesqueleto de los crustaceos. Este
producto presenta multiples propiedades como biodegradabilidad, biocompatibilidad,
baja toxicidad, actividad antimicrobiana de amplio espectro y capacidad de formacion de
peliculas comestibles. Estas propiedades hacen que su uso en frutas frescas y hortalizas
reduzca el desarrollo de pudriciones ocasionadas por Botrytis cinerea, Rhizopus
stolonifer, Alternaria alternata y Penicillium expansum, entre otras. Ademas, permite
controlar de forma favorable los cambios fisicoquimicos que ocurren en la fruta
prolongando asi su vida util (Bautista-Bafios, Hernandez-Lauzardo, Veldzquez,
Bosquez-Molina, & Sanchez-Dominguez, 2005; Chavez, Ricdn, Valbuena, & Lépez,
2012).

Existen numerosos estudios que muestran resultados positivos de la aplicacion de
quitosano para el control del deterioro postcosecha de diversas frutas y hortalizas e
incluso para retrasar la maduracion en frutas como platano Cavendish, uvas y frutillas
(Valenzuela & Arias, 2012; Vargas et al., 2010; Veldsquez-Moreira & Guerrero,
2014).



2.2 HIPOTESIS

Ho: El recubrimiento a base de quitosano aplicado en la mora de Castilla (Rubus glaucus
Benth) no influye en las caracteristicas fisicoquimicas, compuestos bioactivos, actividad

antioxidante, tasa de respiracion y la vida util de la mora.

Ha: El recubrimiento a base de quitosano aplicado en la mora de Castilla (Rubus glaucus
Benth) influye en las caracteristicas fisicoquimicas, compuestos bioactivos, actividad

antioxidante, tasa de respiracion y la vida util de la mora.

2.3 SENALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPOTESIS

2.3.1 Variable Independiente
= Recubrimiento a base de quitosano

2.3.2 Variable Dependiente
= Calidad postcosecha de la mora de Castilla



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 Materia Prima

La mora de Castilla fue recolectada por la mafiana en un campo de cultivo ubicado en el
sector Huachi Grande, canton Ambato, provincia de Tungurahua, Ecuador. La fruta se
cosecho en el estado de madurez 4 de acuerdo a la Norma INEN 2427:2010 (INEN, 2010)

(Figura 1).
-+ 5 6

1 2 3
Figura 1. Carta de color de la mora de Castilla. Fuente: INEN (2010)

La fruta se transporté inmediatamente a los laboratorios de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato para realizar los analisis
correspondientes.

Antes de empezar los andlisis, la fruta fue clasificada para eliminar fruta en mal estado y

el peddnculo de las mismas.

3.1.2 Reactivos
= Hidroxido de sodio 0,1 N
= Etanol 99,5 %
= Agua destilada
= Carbonato sddico al 20 %
= Acido galico
= Reactivo de Folin
» Reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
= Metanol
=  Trolox

= Cloruro de potasio (0,2 N)



= Acetato de sodio
= Acido clorhidrico
» Fosfato de potasio monobésico

= Acido ascérbico
3.2 METODOS

3.2.1 Recubrimiento de quitosano

3.2.1.1 Preparacién

Se prepard 1 litro de solucion de acido lactico al 1 % (v/v) y en esta solucion se disolvieron
10 g de quitosano. La solucion se agité en forma continua (450 rpm) a 40 °C durante 24
horas usando una placa de calentamiento (Fischer Scientific Isotherm, USA). Finalmente

se agregaron 10 ml de glicerol.

3.2.1.2 Aplicacion

Se colocaron 3 kilos de mora en bandejas de plastico y se les aplicé el recubrimiento. Se
dejo reposar por 5 min, luego la fruta se coloc6 sobre mallas para eliminar el exceso de
quitosano y finalmente se colocé en un secador (Gander MTN, USA) regulado a (21 + 1)

°C durante 2 horas.

3.2.2 Envasado y Almacenamiento

La fruta fue envasada en cajas de tereftalato de polietileno (PET) con perforaciones en la
tapa (Figura 3). Se colocaron (200 + 10) g por envase y se almacenaron a (6 + 1) °C.
Los andlisis se realizaron hasta que se observaron sintomas visuales de deterioro de la

fruta.

Figura 2. Cajas de tereftalato de polietileno (PET)



3.2.3 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

3.2.3.1 Tamaiio

El dia de cosecha se tomaron datos individuales de peso, diametro y longitud en 30 frutas,
utilizando una balanza analitica (OHAUS, Nueva Jersey) y un pie de rey, respectivamente.
De acuerdo a la Norma INEN 2427:2010 (INEN, 2010) las moras se clasificaron en

grandes, medianas y pequefias.

3.2.3.2 Humedad
Se determind el dia de cosecha, en muestras de 3 g de fruta y utilizando una balanza de
infrarrojo (KERN MLS50-3, Alemania).

3.2.3.3 Pérdida de peso

Se registro diariamente el peso de tres bandejas por tratamiento utilizando una balanza
(TOR REY Model EQ-5TA10), hasta que se observaron sintomas visuales de deterioro
en la fruta. La pérdida de peso se calculé utilizando la siguiente ecuacion (Ec. 1):

% pérdidade peso=¥~100

(]

Ec.1

Siendo:
Po: Peso fresco inicial (g)

Pt: Peso fresco en cada fecha de evaluacion (g)

3.2.3.4 Color

Para medir el color se tomaron 10 submuestras de cada envase, totalizando 30 unidades
por tratamiento y se utilizd un colorimetro (HunterLab MiniScan EZ) previamente
calibrado. La medicidn se realiz6 en las dos caras opuestas y en el pice de la mora y se

tomo el promedio de las tres mediciones.

El colorimetro muestra los resultados en términos de la luminosidad (L*) y las
coordenadas rectangulares a* y b*. La luminosidad indica el grado de claridad u
obscuridad de un color, presenta una escala entre 0 (negro) y 100 (blanco). La coordenada

rectangular a* muestra los colores que van de verde (-) a rojo (+) y la coordenada



rectangular b* muestra los colores que van de azul (-) a amarillo (+). Estas coordenadas
permitieron calcular el angulo de tono °Hue (Ec. 2) que presenta una escala entre 0° y
360°.

*

°Hue = tan™?! (b—) Ec. 2

a*

3.2.3.5 Firmeza

La medicién de este parametro se realizd en el centro de la fruta utilizando un
texturémetro (Brookfield Engineering Labs, Inc., EE.UU.) con una sonda plana de acero
inoxidable de 3 mm de diametro en una mesa base estandar.

Se realizd un test de compresion con velocidad de 2 mm/seg y penetracion de 10 mm que
corresponde a la mitad del didmetro de la fruta (20 mm) y se obtuvo la dureza de la mora
en Newton. Para esta medicion se tomaron 10 submuestras de cada envase, totalizando

30 unidades por tratamiento.

3.2.3.6 Solidos solubles totales

Se realiz6 una medicion directa con muestra triturada en un refractdbmetro (ATAGO)
previamente calibrado con agua destilada, segun la norma NTE INEN-ISO 2173 (INEN,
2013).

3.2.3.7 Potencial de hidrogeno (pH) y acidez titulable

Se realizé la medicion en una muestra (5 g de jugo de mora + 45 g de agua destilada)
utilizando un titulador automatico (METTLER TOLEDO). Los datos de pH 'y % de acidez
se obtuvieron directamente.

Los andlisis de color, sélidos solubles, pH y acidez se realizaron cada 2 dias.

3.2.4 COMPUESTOS BIOACTIVOS
Los analisis se realizaron con muestras previamente liofilizadas de cada tratamiento y dia

de evaluacion.



EXTRACTO PARA POLIFENOLES TOTALES Y  ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Se pesaron 0,5 g de muestra liofilizada y se afiadieron 10 ml de etanol/agua (50:50; v:v),
la mezcla se colocé en un agitador orbital (STUART-SSL1, Suiza) a 100 rpm durante 30
min. Después de ser agitada, la mezcla fue centrifugada a 5000 rpm por 15 min vy el
sobrenadante se colocé en un balon de aforo de 25 ml. El proceso se realiz6 por duplicado,
se juntaron las mezclas y se afordé a un volumen de 25 ml con etanol/agua (ANEXO A-
1).

3.2.4.1 Polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales en mora de Castilla se determiné por el método de
Folin-Ciocalteu (Goulas & Manganaris, 2011). La absorbancia se midié a 750 nm en un
espectrofotometro HACH DR 5000 y los resultados se expresaron en equivalentes de mg
de &cido gélico/100 g de mora fresca (ANEXO A-2). Los calculos se realizaron en base
a una curva estandar de acido géalico (200-1000 mg/L) (ANEXO A-3).

3.2.4.2 Antocianinas

Se determind por el método de pH diferencial (Anisimoviene et al., 2013). Se prepard
previamente el extracto con etanol al 80 % y los buffers de pH 1y pH 4,5 (ANEXO B-
1).

Medicion de muestras
En las cubetas se coloco:
e 100 pl del extracto + 2900 pl del buffer pH 1
e 100 pl del extracto + 2900 pl del buffer pH 4.5
Se dejo incubar 15 min a la luz y se realizé la medicién de cada cubeta a 510 nm y 700
nm en un espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC modelo 4001/4.

3.2.4.3 Vitamina C
Se determin0 por el método del 2-6 dicloroindofenol (Goulas & Manganaris, 2011).

10



Preparacion del extracto

En tubos de centrifuga de 15 ml se pesaron 0,5 g de muestra liofilizada y se afiadieron 5
ml de &cido ortofosfdrico al 2 %. Luego se centrifugd por 5 min a 3000 rpm en una
centrifuga HETTICH ROTINA 380 y el sobrenadante se paso6 a un tubo Eppendorf y se
centrifugd por 30 min a 13300 rpm en una centrifuga LABNET 24D y finalmente el

sobrenadante se utiliz6 como extracto.

Medicion de las muestras

En un baldn de aforo de 10 ml se colocaron 100 ul del extracto y se aforé con acido
ortofosforico al 2 %. De la solucion preparada se tomé 1 ml y se aforé a 10 ml con 2-6
dicloroindofenol (ANEXO C-1). La muestra se dejé incubar 2 min y luego se realizo la
medicion a 520 nm utilizando un espectrofotémetro HACH DR 5000.

Para los calculos se utilizd una curva estandar de acido ascérbico (ANEXO C-2).

3.25 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se realizo de acuerdo al método descrito por Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995),
mediante inhibicion del radical DPPH (Radical 2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl). Se utiliz6
el extracto de mora con una dilucién 1:20 (extracto:etanol/agua) y se midio la absorbancia
a 515 nm en un espectrofotdémetro THERMO SCIENTIFIC modelo 4001/4 (ANEXO A-
4). Los resultados se expresaron como equivalentes de umol de Trolox/100 g de mora
fresca y para los calculos se utilizé una curva de Trolox (50-500 pmol/L) (ANEXO A-
5).

3.2.6 RESPIRACION

En frascos de vidrio herméticos se colocaron 100 + 10 g de fruta (Figura 4). Diariamente
se cerraron los frascos por un lapso de 10 horas al cabo de las cuales se midio la
concentracion gaseosa (porcentaje de O2 y CO>) en el interior de los mismos a traves de

un septum de silicona.

Con los datos de O, y COz se calcul6 la tasa respiratoria de la fruta en forma volumétrica
(produccion de CO2 en L/kg-h) (Ec. 3):

LCO; progucidos _ %CO0, . Volumen libre (1)

Ec. 3
Kg+*h 100 peso muestra (Kg) * 10
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Donde:

% CO2: es la diferencia entre la concentracion inicial y final de CO2
Kg: es la masa respirante de fruta
h: es la duracion del ensayo

Volumen libre: es el volumen de la cdmara de respiracion, menos el volumen de la fruta

contenida en ella

La tasa respiratoria se expreso en mg de CO2 para poder ser comparada con otros estudios.
(Ec. 4):

P.atm Lt CO,
mgco, _ [ Kar , b |« 1000 Ec 4
Kg+h R+T C.

Donde:

P.atm: Presion atmosférica en Ambato a 2500 msnm (0,73 atm)
R: Constante de los gases (0,0821 atm-L-mol?-K™?)

T: Temperatura de almacenamiento (K)

PM: Peso molecular de CO; (g/mol)

2

Figura 3. Camaras de respiracion herméticas
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3.3 DISENO EXPERIMENTAL
Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado con dos tratamientos: un
control sin recubrimiento y un recubrimiento con una pelicula comestible a base de

quitosano.

Se realizaron dos cosechas y para cada una se hicieron los analisis por triplicado, excepto
en color y firmeza, que se tomaron 10 submuestras por cada réplica, totalizando 30

mediciones de cada parametro.

3.4 ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados fueron comparados mediante analisis de varianza y test de comparacién
de medias de Tukey (0=0,05), utilizando el programa estadistico IBM SPSS Statistics
21.0.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

La norma INEN 2427:2010 indica que la cosecha de la mora de Castilla puede realizarse
a partir del estado de madurez 3, pero en un estudio realizado previamente se determino
que en este estado de madurez la mora no cumple con el porcentaje de acidez y se ve
afectado en la calidad sensorial por lo que este estudio se realizd con mora de Castilla

cosechada en estado de madurez 4.

Los datos obtenidos para los diferentes parametros estudiados no presentaron diferencias
significativas entre las cosecha 1y 2 por lo que fueron promediados.

4.1.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

4.1.1.1 Tamafio

En la tabla 1 se presentan los pardametros iniciales de tamarfio (peso, didmetro y longitud)
de terminados el dia de la cosecha y los requisitos de calibre de la norma INEN
2427:2010.

Tabla 1. Parametros de peso, diametro y longitud determinados el dia de cosecha de la
mora de Castilla y requisitos de calibre de la norma INEN 2427:2010
Norma INEN

Parametros iniciales Medicion del dia inicial

Requisitos Calibre

Peso (g) 5,95+ 1,53
Diametro (mm) 19,05 + 1,67 25-18 Mediano
Longitud (mm) 22,33 + 3,46 20-25 Mediano

La mora de Castilla present6 un diametro de 19,05 + 1,67 mm y una longitud de 22,33 +
3,46 mm que la calificaria como mora de calibre mediano de acuerdo a la norma INEN
2427:2010.

El tamafio de la fruta es un factor importante en el momento de su comercializacion por
lo que seria recomendable cosechar en el estado de madurez 4 porque a partir de este
estado el aumento del peso y del diametro de la mora es minimo y los estados de madurez

5y 6 son considerados altamente perecederos y son uno de los principales factores para
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las pérdidas postcosecha. Sin embargo la mayoria de los productores cosechan la mora
en los estados de madurez 5 y 6 guiados por el color y la apariencia del fruto que son
factores importantes que influyen en la aceptabilidad del producto en el mercado, pero
seria importante que ademas de los criterios de color para la cosecha se tomaran en cuenta
otros métodos que ayudarian a seleccionar un adecuado estado de madurez como analisis
fisicoquimicos de pH, acidez, °Brix y medicion de tamafio, peso y firmeza (Carvalho &
Betancur, 2015; Gobernacion de Antoquia, 2014; Ministerios de Agricultura

Ganaderia Acuacultura y Pesca, 2013).

4.1.1.2 Pérdida de peso
En la figura 4 se muestra la pérdida de peso durante el almacenamiento de las moras con

y sin recubrimiento de quitosano.

9

o a a aba b b ¢ c cdc d c
- Limite de comercializacién T
é'}u
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a
<
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Fa) 3
&
w2

1 i

0

0 1 2 3 6 7 8

m CONTROL 0,00 1,41 2,16 3,07 5,06 5,97 6,97
H QUITOSANO 0,00 0,92 1,66 2,75 5,08 5,83 6,66

DiAS DE ALMACENAMIENTO

Figura 4. Pérdida de peso (%) de las moras con y sin recubrimiento de quitosano

Las barras representan el promedio de seis mediciones y las barras de error representan el intervalo de
confianza del 95 % (1C95) de la media. Las letras indican para cada tratamiento diferencias significativas
(p<0,05) entre los dias de almacenamiento

En la figura 4 se observa que el porcentaje de perdida de peso incrementd con el pasar de
los dias en las moras con y sin recubrimiento y esto fue debido a la pérdida de agua por
los procesos naturales de transpiracion y respiracion de la fruta (Farinango & Rurales,
2010).
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En este sentido Guevara (2016) y Luna (2012) indicaron que el quitosano presenta
mayor efectividad a mayor concentracion por lo que, en este estudio que se realizé un
recubrimiento con quitosano al 1 %, en el analisis estadistico no se encontraron

diferencias significativas entre tratamientos.

La pérdida de peso méxima admisible en moras es del 6 % por lo que en el dia 7 las moras
control y las moras con recubrimiento de quitosano llegaron al limite permitido y después
de estos dias se produciria un deterioro en la apariencia fisica del producto que podria

influir en la comercializacion del mismo (Bartz & Brecht, 2003).

4.1.1.3 Color
Una de las caracteristicas externas mas importantes en la comercializacion de la mora es
el color, que esté relacionado con su calidad por lo que resulta importante el analisis de

color con la aplicacion de un recubrimiento (Duque, Giraldo, & Mejia, 2007).

En la tabla 2 se muestran los parametros de luminosidad y angulo Hue para las moras con

y sin recubrimiento de quitosano.

Tabla 2. Parametros de color (L y °Hue) analizados en las moras con y sin recubrimiento

Dias L (luminosidad) °Hue (Tono)
CONTROL QUITOSANO CONTROL QUITOSANO
0 | 1823+1,74 | A |ab| 18,66+1,70 | A| a | 14,82+4,93 | Al a | 1417+426 | Al a
1 1767+158 | A | a | 1862+169 |B| a | 11,36x5,02 | Al b | 11,25+563 | Al b
3 1929+189 | A | ¢ | 20,01£2,04 | Bl b | 12,74+3,81 | Al ab | 10,51+5,08 | B| b
6 1899+248 | A |bc| 19,29+198 | Alab | 10,81£559 | Al b | 9,24+£483 | Al b
8 19,66+246 | A | c | 1988+£218 | Al b | 1296+3,77 | Al ab | 10,52+4,05 | B| b

Los valores son la media de 60 mediciones * la desviacidn estandar
Las letras mayusculas indican para cada dia diferencias significativas entre tratamientos
Las letras mindsculas indican para cada tratamiento diferencias significativas entre dias de almacenamiento

En la tabla 2 se observa que la luminosidad se incremento al comparar el dia inicial con

el final tanto en las moras control como en las moras con recubrimiento de quitosano.
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Esto indica que las moras van adquiriendo una tonalidad brillante conforme pasan los dias
de almacenamiento. En los dias 1 y 3 se muestran diferencias significativas entre
tratamientos. La luminosidad de la mora recubierta fue mayor, posiblemente porque el
recubrimiento con quitosano a las 24 horas estd completamente seco y le brinda a la fruta

una mejor apariencia en cuanto a color y brillo.

Sin embargo en la mayoria de dias tanto en la luminosidad como en el °Hue no hubo
diferencias significativas entre tratamientos esto indica que el recubrimiento no afecto de

manera negativa los parametros de color estudiados (Cadena & Orellana, 1985).

En la tabla 2 se observa que el tono de color en las moras con recubrimiento mostro
diferencias significativas respecto a los dias de almacenamiento a partir de las 24 horas y
de ahi se mantuvo constante durante el resto de dias de almacenamiento, lo que indica
que el recubrimiento ayuda a mantener la tonalidad de las moras. Esto es importante ya

que el color es uno de los principales factores para la comercializacion del producto.

Las moras conforme van madurando van adquiriendo un color morado negruzco debido
a la pérdida de clorofila y al incremento de antocianinas. Esta fruta contiene abundantes
antocianinas que le brindan el color rojo por lo que pueden ser consideradas como materia
prima para la elaboracion de colorantes naturales alimentarios (Farinango & Rurales,
2010).

4.1.1.4 Firmeza

La firmeza en las frutas es un atributo de calidad apreciado por los consumidores, que
puede ser medido por el sentido del tacto, la mano o la boca como instrumentos primarios,
pero también con instrumentos especializados como un texturémetro (Sousa, Canet,
Alvarez, & Fernandez, 2007).

En la figura 5 se indican los valores de firmeza en (N) medidos en las moras control y las

moras con recubrimiento cada dia de almacenamiento.
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Firmeza (N)
D

0 2 4 6 8 10
Dias de almacenamiento

—e—CONTROL —e—QUITOSANO

Figura 5. Firmeza (N) de las moras con y sin recubrimiento de quitosano
Los valores representan el promedio de 60 mediciones + el intervalo de confianza del 95 % (1C95) de la
media

En la figura 5 se observa que la firmeza disminuyd significativamente en los dos
tratamientos con el transcurso de los dias. Esto puede deberse a la modificacion que
ocurre en la estructura de la fruta por la maduracién. Se produce ablandamiento en la fruta
debido a la disminucion de la pectina que es la que ayuda a atrapar el agua y formar una
malla que le da la firmeza caracteristica de las frutas no maduras (Luna, 2012).

En el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos y
esto podria deberse a la concentracion de quitosano y acido lactico utilizado en la

elaboracion del recubrimiento.

Por el contrario, en estudios realizados por Luna (2012) se indic6 que el quitosano
aplicado al 1,5 % presentd efectos benéficos en las caracteristicas fisicoquimicas
manteniendo la firmeza, color, aroma y sabor y logrando un tiempo de vida Gtil de 9 dias.
En el estudio realizado por Guevara (2016) también se encontraron efectos benéficos en
las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales logrando un tiempo de vida Util de 14 dias
al aplicar un recubrimiento de quitosano al 2 % y mantener en refrigeracién a 4 °C y 90
% de HR.
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4.1.1.5 Solidos solubles
En la figura 6 se presentan los datos de sélidos solubles de las moras sin recubrimiento
(control) y las moras con recubrimiento de quitosano, almacenadas durante 8 dias en

refrigeraciona 6 + 1 °C.

SOLIDOS SOLUBLES 2Brix)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DIAS DE ALMACENAMIENTO

—0— CONTROL —e—QUITOSANO
Figura 6. Sélidos solubles (°Brix) de las moras con y sin recubrimiento de quitosano

Los valores representan el promedio de 6 mediciones + el intervalo de confianza del 95 % (1C95) de la
media

El contenido de sélidos solubles indica la cantidad de azucares como la fructosa, glucosa
y sacarosa presentes en las frutas. Este pardmetro se mide en °Brix e incrementa con los
dias de almacenamiento debido a la transformacion de acidos orgéanicos en azlcares que

le da el dulzor tipico de las frutas maduras (Guevara, 2016; Luna, 2012).

En la figura 6 se observa que hay una variacion de los solidos solubles durante el periodo
de almacenamiento tanto para las muestras control como para las muestras con
recubrimiento de quitosano. Hubo una disminucion en los dias 1 y 3 y luego un
incremento en el dia 6 con un ligero decaimiento hasta el dia 8. La disminucion de los
solidos solubles puede deberse al consumo de azucares durante el desarrollo de procesos
biolégicos como la respiracion, mientras que el incremento posiblemente pueda deberse

a la conversion de acidos organicos en azlcares durante el proceso de maduracién y
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senescencia de la fruta (Ayala, Valenzuela, & Bohorquez, 2012; Chitarra & Chitarra,
2005).

De acuerdo a la norma INEN 2427:2010 el contenido de solidos solubles totales en la
mora de Castilla debe ser como minimo 9 °Brix por tanto los datos obtenidos cumplirian

con lo establecido por esta norma (INEN, 2010).

El contenido de sélidos solubles fue superior en nuestro estudio en comparacion al
presentado por Villegas & Albarracin (2016) donde se observd que el contenido de
solidos solubles para la muestra testigo fue de 7 °Brix en el dia inicial y se increment6

hasta los 9,43 °Brix a los 15 dias de almacenamiento.

Por otro lado la tendencia de disminucion e incremento coincide con los estudios
realizados por Guevara (2016) en moras recubiertas con quitosano al 05 % y 1 % y
almacenadas en refrigeracién a 4 °C.

4.1.1.6 Potencial de hidrogeno (pH) y acidez titulable
En la tabla 3 se indica el pH y el porcentaje de acidez obtenidos durante los 8 dias de
almacenamiento en las moras sin recubrimiento (control) y las moras con recubrimiento

de quitosano.

En la mora de Castilla el 4cido predominante es el &cido citrico y la acidez se determina

en base a éste.
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Tabla 3. Potencial de hidrégeno (pH) y acidez titulable (%) de las moras con y sin recubrimiento

Dias pH Acidez titulable
CONTROL QUITOSANO CONTROL QUITOSANO
0 331+£0,03 |A a | 331+003 |Al a | 245+0,16 |A a | 245+0,16 | Al a
1 3,16+£0,03 |A ¢ | 3,24+0,07 |Blab| 3,14+0,40 |Al b | 290+£0,67 | Al a
3 3,16 0,02 | Al c | 3,22+0,03 |B| b | 3,14£0,25 [Al b | 294+£025 |Al a
6 324+£0,02 |Al b | 325+0,02 |Alab| 2,88+0,31 |Alab| 2,89+0,32 | Al a
8 3,29+0,05 | Alab | 3,28+0,03 | Alab | 2,71£0,26 | Alab| 2,65£0,25 | Al a

Los valores son la media de 6 mediciones + la desviacion estandar
Las letras mayusculas indican para cada dia diferencias significativas entre tratamientos
Las letras minGsculas indican para cada tratamiento diferencias significativas entre dias de almacenamiento

En la tabla 3 se observa disminucion del pH e incremento del porcentaje de acidez en los
dias 1y 3 presentando diferencias significativas entre estos dias para los dos tratamientos.
En la mora con recubrimiento de quitosano el aumento de acidez se debe probablemente
a una reaccion del tejido vegetal para contrarrestar el efecto acidificante de acido lactico

aplicado en el recubrimiento de quitosano (Dayron, Fischer, & Florez, 2006).

En los 8 dias de almacenamiento las moras sin recubrimiento (control) y las moras con
recubrimiento de quitosano no presentaron diferencias significativas entre el dia inicial y
el final en cuanto a sélidos solubles, acidez y pH, esto indica que la actividad enzimatica

en la mora durante el periodo de almacenamiento fue minima (Guevara, 2016).

Los resultados obtenidos de pH y acidez son parecidos a los reportados por Ayala et al.
(2012).

4.1.2 COMPUESTOS BIOACTIVOS

4.1.2.1 Polifenoles totales
En la figura 7 se muestra la concentracion de polifenoles en Eq mg acido galico/g materia
fresca de las moras sin recubrimiento y las moras con recubrimiento de quitosano durante

el periodo de almacenamiento.
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Figura 7. Contenido de polifenoles (Eq mg acido galico /100 g MF) en moras con y sin recubrimiento de
quitosano

Los valores representan el promedio de 6 mediciones + el intervalo de confianza del 95 % (1C95) de la
media

Los polifenoles son compuestos bioactivos que se encuentran como metabolitos
secundarios en las frutas y actian como antioxidantes. La ingesta de frutas ricas en
polifenoles como la mora ayudan a prevenir enfermedades vasculares y la osteoporosis
(Martinez, 2015).

En la figura 7 se observa que el contenido de polifenoles se incrementé en los dos
tratamientos mostrando diferencias significativas entre tratamientos en los dias 3y 6 y

este incremento podria estar relacionado con el incremento de antocianinas.

Esta tendencia de incremento concuerda con los datos obtenidos por Chanaguano
(2016).
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4.1.2.2 Antocianinas
En la figura 8 se indica el contenido de antocianinas en Eq mg cianidina -3-
rutinosido/100g de materia fresca de las moras sin recubrimiento (control) y las moras

con recubrimiento de quitosano.

18
s Aa  Aa Ab  Aa Ab Ab
- 16
o
a 14
S~
]
S 12
(7]
]
£ 10
E
ﬂ:.‘ 8
e 6
S
8 4
(8]
oo 2
€
S 0
m CONTROL 7,71 9,78 10,58 13,34
m QUITOSANO 8,05 8,99 10,7 11,49
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Figura 8. Contenido de antocianinas (Eq mg cianidina -3-rutinosido/100 g MF) en moras con y sin
recubrimiento de quitosano.

Los valores representan el promedio de 6 mediciones + el intervalo de confianza del 95 % (IC95) de la
media. Las letras mayuUsculas indican para cada dia diferencias significativas entre tratamientos. Las letras
minusculas indican para cada tratamiento diferencias significativas entre dias de almacenamiento.

Las antocianinas son pigmentos naturales que le dan la coloracion a las flores y frutos,
existiendo una amplia gama que va desde el color rojo hasta el azul. Frutos con colores
fuertes como las uvas moradas, las cerezas y las moras contienen gran cantidad de
antocianinas que representan un factor importante en la industria alimentaria por las
restricciones que existen hacia los colorantes sintéticos (Lopez Ramirez, Quifionez, &
Echeverri, 2007).
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En la figura 8 se observa que el contenido de antocianinas incrementd en los dos
tratamientos sin mostrar diferencias significativas entre ellos excepto en el ultimo dia.
Este incremento de antocianinas concuerda con la variacion de color que mostré la mora
de Castilla durante el almacenamiento. El contenido de antocianinas incremento
conforme va madurando la fruta hasta tomar un color rojo negruzco. Este incremento se
le puede atribuir a la pérdida de agua y ademas esté correlacionado con el contenido de
polifenoles y actividad antioxidante (Ayala et al., 2012; Farinango & Rurales, 2010).

En el dltimo dia se observa que hubo diferencias significativas entre tratamientos y que
el contenido de antocianinas fue menor en la muestra con recubrimiento de quitosano.
Esto debido a que las antocianinas pudieron ser afectadas por el pH del recubrimiento
aplicado, ya que las antocianinas son sensibles a la luz, el pH, los cambios de temperatura

y la oxidacion (Taiz & Zeiger, 2006).

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con la tendencia de incremento y los

datos son similares a los reportados por Ayala et al (2012).

Por el contrario en estudios realizados por Farinango & Rurales (2010); Leyva (2009);
Ramirez, Rojas-Aguilar, & Correa-Higuera (2006) el contenido de antocianinas fue
menor posiblemente por el estado de madurez, las condiciones de cosecha y las

condiciones de almacenamiento previo a los analisis.

El estudio de antocianinas recientemente ha tomado importancia por su relacion con la
actividad antioxidante y por sus posibles efectos benéficos en la salud ya que su consumo
estd relacionado con la reduccién de la incidencia de enfermedades como el cancer y
enfermedades cardiovasculares, entre otras. Pero, a pesar de los beneficios que muestran,
un tema controversial es la biodisponibilidad en el ser humano ya que metab6licamente
la excrecidén de antocianinas en la orina es mucho mayor a la cantidad consumida
(Santacruz, 2011).
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4.1.2.3 Vitamina C

En frutas del género Rubus los principales componentes son las vitaminas. Las moras son
frutas ricas en vitamina C y ademas aportan fibra, hierro, potasio y calcio. La vitamina C
0 &cido ascorbico es un acido organico soluble en agua y muy sensible a la oxidacion
(Emerald, 2015; Marquez, Ciro, & Rojano, 2003). Esta vitamina es un potente
antioxidante que actia como agente donador de electrones para 8 diferentes enzimas
(Amores, 2011).

En la figura 9 se observa el contenido de Vitamina C expresado en Eq mg acido
ascorbico/100 g materia fresca en las moras sin recubrimiento y las moras con

recubrimiento de quitosano durante los 8 dias de analisis.

Aa Aa Aa Aa Ab Ab Ab Ac

0 I I '
0 3 6

[ [ N N w
o ul o wu o

Eq mg acido ascorbico/100g MF
ul

8
B CONTROL 17,73 17,15 23,48 27,54
B QUITOSANO 19,32 19,14 22,51 26,74

Figura 9. Contenido de Vitamina C (Eq mg &cido ascorbico/100 g MF) en moras con Yy sin recubrimiento
de quitosano

Los valores representan el promedio de 6 mediciones + el intervalo de confianza del 95 % (IC95) de la
media. Las letras mayusculas indican para cada dia diferencias significativas entre tratamientos. Las letras
minusculas indican para cada tratamiento diferencias significativas entre dias de almacenamiento.

En la figura 9 se puede observar que el contenido de vitamina C es variable en los dos
tratamientos y al comparar el dia inicial con el final se observa que el contenido de &cido

ascorbico increment6 presentando diferencias significativas entre dias. Esta variabilidad
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posiblemente se deba a que es una sustancia que se puede destruir facilmente por
oxidacion. También se puede ver afectada por su pH, presencia de oxigeno y temperatura
(Méarquez et al., 2003).

El aumento del contenido de &cido ascérbico en este estudio puede deberse a la pérdida
de agua y aumento en la concentracion del contenido de solidos en la fruta. Durante el
estudio la mora se mantuvo en refrigeracion y los envases debidamente cerrados para

evitar en lo posible el contacto con el oxigeno lo que pudo evitar su degradacion.

En este estudio se obtuvieron valores del contenido de vitamina ¢ superiores a los
reportados por Freire (2012) que obtuvo en las muestras control 15 mg acido
ascorbico/100 g MF.

4.1.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de eliminar los radicales libres y evitar la
oxidacion de otras moléculas de la fruta. Esta actividad antioxidante ha sido relacionada
con el contenido de polifenoles y antocianinas (Leyva, 2009).

Tabla 4. Actividad antioxidante (Eq mg de Trolox /100 g MF) de las moras con y sin
recubrimiento

DIAS CONTROL QUITOSANO
0 147,69 + 15,58 A a 179,80 + 18,30 B
3 165,23 + 10,19 A b 189,59 + 19,80 B
6 170,02 + 22,21 A bc 177,23 + 25,03 A
8 181,18 + 21,48 A C 188,11 + 24,66 A

Los valores representan el promedio de 18 mediciones + la desviacidn estandar. Las letras mayusculas
indican para cada dia diferencias significativas entre tratamientos. Las letras mintsculas indican para cada
tratamiento diferencias significativas entre dias de almacenamiento.

En la tabla 4 se observa que la actividad antioxidante incremento con el paso de los dias
en las moras sin recubrimiento de quitosano y esto probablemente esta correlacionado
con el incremento de polifenoles y de antocianinas. Este incremento también puede estar
relacionado con la posicion y el numero de grupos hidroxilo, el contenido de azUcares y

el grado de polimerizacién de los compuestos fenolicos (Leyva, 2009). Ademas hay que
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tener en cuenta que con la pérdida de agua el contenido de compuestos sélidos en la fruta

es mayor.

Por el contrario, en las moras con recubrimiento de quitosano la actividad antioxidante se
mantuvo durante los 8 dias de analisis. Esto se puede atribuir al pH del recubrimiento que
pudo influir en el contenido de antocianinas y por esto la actividad antioxidante no mostré

diferencias significativas entre los dias de analisis.

La actividad antioxidante obtenida en este estudio fue inferior a la reportada por Leyva
(2009) y fue superior a la reportada por Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho &
Feti (2005). Esto puede variar por el genotipo, estado de madurez, tipo de cosecha y

condiciones de almacenamiento.

4.1.4 Respiracion
En la figura 10 se muestran los mg de CO2/kg-h producidos cada dia por las moras sin

recubrimiento (control) y las moras con recubrimiento de quitosano.
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Figura 10. Respiracion (mg de CO2/kg-h) de las moras con y sin recubrimiento de quitosano.

Los valores representan el promedio de 6 mediciones + el intervalo de confianza del 95 % (1C95) de la
media



Después de la cosecha las células de las frutas requieren de energia para seguir viviendo.
Esta energia la obtienen mediante la respiracion que consiste en la oxidacion de nutrientes
ricos en energia como los carbohidratos, para lo cual requieren de oxigeno de la atmosfera

y liberan didxido de carbono (Ec. 5) (Gonzalez & Lo6pez, 2010).
CeH1206 + 602 — 6 CO2 + 6 H20 + E (Kcal) Ec.5

De acuerdo al analisis estadistico si hubo diferencias significativas entre tratamientos y

también hubo diferencias significativas entre dias de almacenamiento.

En la figura 10 se puede observar que en los dos tratamientos la concentracion de didxido
de carbono disminuy6 hasta el dia 5 y a partir de este dia incrementd hasta el dia 7 y
disminuy6 de nuevo en el dia 8. La disminucion de la concentracion de didxido de
carbono en los primeros dias posiblemente se debe a dos causas: la mora es una fruta no
climatérica y su tasa de respiracion va disminuyendo luego de ser cosechada y al
almacenamiento en refrigeracion ya que las bajas temperaturas reducen la tasa de

respiracion (Gonzalez & Lopez, 2010).

En el proceso de respiracion se genera dioxido de carbono, agua y energia, el agua se
queda en la superficie de la fruta y ayuda a la accion de los microorganismos. Por lo que
el incremento de la respiracién a partir del dia 5 pudo deberse al incremento de la carga
microbiana. En el caso de mohos y levaduras producen fermentacion en la fruta con la

obtencidn de alcohol y diéxido de carbono.

4.2 VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

En base al analisis estadistico de los resultados obtenidos en el estudio se rechaza la
hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa la cual indica que el recubrimiento a
base de quitosano aplicado en la mora de Castilla (Rubus glaucus Benth), si influye en
las caracteristicas fisicoquimicas, compuestos bioactivos, tasa de respiracion y la vida util

de la mora.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES
v No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en la mayoria de
parametros analizados. Esto indica que el recubrimiento de quitosano aplicado al

1 % no afecta de manera negativa las caracteristicas fisicoquimicas.

v Las moras con recubrimiento de quitosano tuvieron menor tasa de respiracion en
comparacion a las moras sin recubrimiento esto influye de manera positiva en la
apariencia de las frutas, que puede contribuir a la disminucién en pérdidas

postcosecha.

v El analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre tratamientos
respecto al contenido de polifenoles, antocianinas y vitamina C ya que los

procesos fisioldgicos y de senescencia continGan a pesar del recubrimiento.

v La aplicacion del recubrimiento permite mantener la tonalidad de las moras
durante los dias de almacenamiento que podria resultar benéfico en el momento

de su comercializacion.
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5.2 RECOMENDACIONES

v El estudio se realiz6 con un recubrimiento de quitosano al 1 % y en la mayoria de
los andlisis fisicoquimicos no presento diferencias significativas entre
tratamientos por lo que seria recomendable realizar estudios con concentraciones

mas elevadas de quitosano.

v Durante el analisis de antocianinas se recomienda tener especial cuidado con

factores que podrian afectar su estabilidad como la luz, pH y temperatura.

v Las muestras de moras liofilizadas se deben guardar en frascos bien cerrados para
evitar que gane humedad y en oscuridad para evitar la degradacion de compuestos

bioactivos.

v Una vez aplicado el recubrimiento en las moras es importante dejar el tiempo
necesario en el secador para que el recubrimiento esté bien seco, porque las moras

se pueden adherir entre si durante el almacenamiento.
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ANEXOS
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ANEXO A

METODO DE DETERMINACION DE POLIFENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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ANEXO A-1
Para la determinacién de compuestos bioactivos la mora fue liofilizada.
Liofilizacion — procedimiento

e Se trituraron 100 % 10 g de mora utilizando una licuadora manual (Kitchen Aid),
se colo y se coloco en frascos de plastico.

e Estos frascos con la muestra se dejaron en el ultra congelador a -85 °C por una
semana.

e La muestra congelada fue liofilizada usando un liofilizador (LABCONCO).

e Finalmente, la muestra liofilizada fue triturada y almacenada en la oscuridad.

ANEXO A-2
DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

1. Se prepar0 carbonato sédico al 20 % (p/v) disolviendo 20 g en 100 ml de agua
destilada, se deja enfriar antes de enrasar por la reaccién exotérmica que se
produce.

2. Enun baldn de aforo de 10 ml se coloco:

e 5 ml de agua destilada
e 0,10 ml de muestra
e 0,5ml de folin

e 2 ml de carbonato sodico al 20 %

Y se afor6 con agua destilada

3. Se dejo incubar a la luz 30 min.
4. Finalmente se realiz6 la medicion de la absorbancia en un espectrofotometro
HACH DR 5000 a 750 nm.
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ANEXO A-3
CURVA DE CALIBRACION:

Con el &cido gélico se prepararon las siguientes diluciones: 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900 y 1000 mg/L.
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ANEXO A-4
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

1. Se preparo el reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) disolviendo 0,0023 g de
DPPH en 100 ml de metanol al 80 %. Para esto se disuelve primero el reactivo DPPH
en 50 ml de metanol al 80 % y se enrasa a 100 ml con el sobrante de metanol al 80
%, se disuelve completamente colocando en un agitador orbital STUART SSL1.

2. Enlas cubetas para la medicion se prepararon:
e Blanco: 3000 pul de metanol.
e Control: 2000 ul de DPPH + 65 pl de agua destilada.

El blanco se utiliza para calibracion del espectrofotometro, el control se utiliza en la

formula para calcular la actividad antioxidante.
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3. Para la medicion de las muestras se coloco en las cubetas 2000 pl de DPPH + 65 pl

de muestra (dilucion 1:20).
4. Se incubaron las muestras en oscuridad durante 1 hora.
5. La medicién se realizé en un espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC modelo

4001/4 a 515 nm.
ANEXO A-5

CURVA DE CALIBRACION:

Se preparo la solucion madre de Trolox (500 uM) disolviendo 0,0125 g de Trolox en 100
ml de etanol/agua (50:50;Vv:v). Para esto se coloco primero 50 ml de etanol y se esperé a
que se atempere para enrasar con agua destilada por la reaccion exotérmica que se

produce.

El Trolox se disolvié con etanol al 50 % preparando soluciones de: 50, 100, 200, 300,
400 y 500 uM.
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Célculo del porcentaje de inhibicion del DPPH

% Inhibicion DPPH = (1- (AbSmuestra/AbScontrol))*100

Donde:

Absmuestra= La absorbancia de la muestra medida a 515 nm luego de 1 hora de incubacion.

Abscontroi= La absorbancia del control medida a 515 nm luego de 1 hora de incubacion.
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ANEXO B

PREPARACION DEL EXTRACTO Y LOS BUFFERS
PARA DETERMINACION DE ANTOCIANINAS
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ANEXO B-1

Preparacion del extracto

En tubos de centrifuga de 15 ml se pesaron 0,5 g de muestra liofilizada y se afiadieron 5
ml de etanol al 80 %. Luego se centrifugd por 10 min a 4000 rpm en una centrifuga
HETTICH ROTINA 380 y el sobrenadante se paso filtrando a balones de aforo de 10 ml.
El proceso se realizé por duplicado y luego de pasar los dos sobrenadantes se aford con

etanol al 80 %.

Preparacion de los buffer

Preparacion de soluciones en balon de aforo de 100 ml

Cloruro de potasio 0,2 N: 1,4912 g de CIK + agua destilada.
Acetato de sodio: 8,2878 g de acetato de sodio + agua destilada.
Acido clorhidrico 0,2 N: 1, 66 ml de HCI + agua destilada.
Ajuste de pH de los buffers

Buffer 1: 25 ml de CIK (0,2 N) + 67 ml de HCI (0,2 N).

Buffer 4,5: 50ml de acetato de sodio + 25 ml de HCI (0,2 N).
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ANEXO C

PREPARACION DEL 2-6 DICLOROINDOFENOL Y
CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE
VITAMINA C.
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ANEXO C-1
PREPARACION DEL DIF

Se colocaron 0,06 g de DIF en 1000 ml de agua destilada, se calentd y se agit6 hasta que
se disolvio completamente. Luego se filtrd y se midid la absorbancia del DIF que debe

estar a 0,980 + 0,1.

ANEXO C-2
CURVA DE CALIBRACION

En un bal6n de aforo de 10 ml se disolvié 1 g de acido ascorbico con agua destilada, esta
solucion equivale a una concentracion de 100 mg/ml. Para los estdndares de la curva de
calibracion las diluciones fueron: 0; 0.1; 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5 mg/ml de acido ascorbico en

un volumen final de 100 ml.

s 0.5 y = 0,2561x + 0,1377
204 . R2 = 0,007

0 0,5 1 1,5 2 25 3
Concentracién de &cido ascérbico mg/ml
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ANEXO D

DESARROLLO DEL TRABAJO - FOTOGRAFIAS

47



ANEXO D-1. COSECHA DE LA MORA DE CASTILLA Y APLICACION DE
RECUBRIMIENTO.

Figura 12. Eliminacion de fruta en mal

estado y pedunculos

Figura 13. Aplicacion del recubrimiento en
la fruta

Figura 14. Eliminacion del exceso de

recubrimiento

Figura 15. Secado del recubrimiento

Figura 16. Fruta envasada
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ANEXO D-2. ANALISIS FISICOQUIMICOS.

GLobLogLoZL oL 0L & § L 8§ ¥ & T

Figura 17. Medicion de Longitud y

ancho

Figura 21. Texturémetro y refractometro | Figura 22. Titulador automatico
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ANEXO D-3. ANALISIS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS.

Figura 23. Muestra centrifugada

Figura 24. Agitacion muestras

Figura 26. Muestras en cubetas

Figura 27. Diluciones para la curva de

calibracién

Figura 28. Espectrofotometro
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