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RESUMEN

La frambuesa es considerada un cultivo de alto valor comercial derivado de sus
caracteristicas sensoriales y de la presencia de compuestos antioxidantes
potencialmente benéficos a la salud. México es el quinto productor mundial de
frambuesa roja lo que gener6 en el afio 2016 ganancias por venta al exterior de
mas de 500 millones de doélares. No obstante, uno de los principales obstaculos
para el desarrollo de la industria son las altas pérdidas poscosecha que segun la
FAO en 2011 ascienden a 40%, debido a la alta perecebilidad de este fruto que se
refleja en dafio fisiologico y deterioro microbiano lo que le otorga una vida
poscosecha de 2 a 3 dias a temperatura ambiente. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la aplicacién de atmdsferas controladas (AC) en diferentes
tiempos de exposicion, temprano (AC del 1.3 dias de almacenamiento (DA)),
intermedio (4-6 DA) asi como la exposicion continua (1-14 DA) en el
almacenamiento poscosecha de las variedades de frambuesa roja cultivadas en
México. Se evaluaron parametros fisiol6gicos y fisicoquimicos, la vida de anaquel
sensorial y el perfil de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. Se observo
un aumento en la firmeza (60%) y una disminucion en la pérdida de peso (75%)
respecto al control en aire cuando la AC se aplic6 de manera continua durante 14
dias, no obstante se observé una reduccion de hasta el 40% en el contenido de
antocianinas monomeéricas totales; ademas de una gran variabilidad en la vida de
anaquel sensorial determinada por la aceptacibn o el rechazo de los
consumidores. La exposicion temprana a AC extendid la vida de anaquel en 3.4
dias sin tanta variabilidad en las respuestas de los consumidores, aumenté la
capacidad antioxidante in vitro determinada por los ensayos ABTS y DPPH (10%)
y mejoré significativamente los pardmetros de color (mayores valores de L*, Hue y
C*) respecto al control. En el perfil de compuestos fendlicos se identificaron 3
antocianinas, la mas abundante identificada como cianidin 3-glucésido y 3
compuestos derivados de la hidrdlisis de elagitaninos, no encontrando cambios
significativos en el perfil debido a los tratamientos. Por lo anterior, el mejor
tratamiento de AC fue la exposicién temprana, reafirmando que las exposiciones
prolongadas en AC, como el caso del tratamiento continuo ademas de presentar
desventajas tanto econdmicas como ambientales por el gasto energético,
modifican el metabolismo del fruto generando dafio fisiolégico y degradacion de
pigmentos con alteracion de las caracteristicas sensoriales, o que genera
repercusiones a nivel comercial.

Palabras clave: atmdsferas controladas dirigidas, vida de anaquel sensorial,

frambuesa, elagitaninos.



ABSTRACT

Raspberry is considered a high commercial value crop derived from its sensory
characteristics and the presence of antioxidant compounds particularly polyphenols
which are renowned for their health benefits. Mexico is the fifth largest producer of
red raspberries in the world, which generated revenues of more than 500 million
dollars in foreign sales in 2016. . Nevertheless, the high decay rate that results in
high postharvest losses (40 %) is one of the main obstacles for the development of
this industry according to FAO in 2012. The objective of this work was to evaluate
the effect of the application of targeted controlled atmospheres (CA) at early (days
1-3 of storage (DS), intermediate (4-6 DS)) and continuous exposure (1-14 DS)
treatment during storage on the postharvest life of red raspberry cultivars grown in
Mexico. There was an increase of firmness (60%) and a decrease in weight loss
(75%) compared to control in air when CA was applied continuously for 14 days.
However, the sensory shelf life (SSL) observed a great variability in the perception
of the consumers in this treatment in addition to a reduction near to 40% in the total
anthocyanin content. Whereas, the early exposure to CA extended the SSL in 3.4
days without so much variability in the responses of the consumers and
significantly improved the color parameters (higher values of L *, h* and C *) and
the antioxidant activity measured by DPPH and ABTS assays(10%) compared to
control in air. On the HPLC-DAD phenolic analysis 3 anthocyanins and 3
compounds derived from the ellagitannins acid hydrolysis were observed, cyanidin
3- glucoside and ellagic acid were identified (520 and 254 nm respectively) and
qguantified by means of an external standard, there was not statistical differences
between treatments on the ellagic acid content, whereas cyanidin 3-glucoside
content was highly affected by CA treatments with a reduction on fruits subjected
to the CA continuous treatment. Therefore CA early exposure was identified as the
most effective postharvest targeted CA treatment that increased the SSL and
improved the quality parameters of red raspberry cv. Adelita during storage.

Keywords: targeted controlled atmosphere, sensory shelf life, raspberry,
ellagitannins.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de frambuesa roja (Rubus idaeus L), ha adquirido en los ultimos
afios gran relevancia comercial derivada de su alto valor econémico, de sus
caracteristicas Unicas de sabor y olor y de la presencia de compuestos

fitoquimicos potencialmente benéficos a la salud humana.

La frambuesa presenta altas tasas de respiracién en comparacion con otros
frutos, lo cual aunado a su alto contenido de azucares la vuelve una de las frutas
mas perecederas, con una vida poscosecha muy corta (3-5 dias a temperatura
ambiente) (Jin et al., 2012).

México es el 5° productor mundial (SIAP, 2016) de frambuesa y su cultivo
continua en ascenso, a pesar de sus estrictos requerimientos climaticos, altos
costos de produccion y alta perecebilidad (Funt & Hall, 2013).No obstante, uno de
los obstaculos mas importantes que se presenta para el crecimiento de su
produccion y comercializacion son las altas pérdidas poscosecha que se generan
debido a deterioro microbiano causado por el patégeno Botrytis cinerea y al dafio
fisiologico del fruto que se traduce en ablandamiento y sangrado del mismo
(Kruger et al., 2011).

Entre las tecnologias poscosecha que buscan alargar la vida de anaquel de
productos hortofruticolas, el uso de atmosferas controladas (AC) ha demostrado
ser efectiva para retrasar la maduracion y senescencia y disminuir el deterioro
microbiano (Alamar et al., 2017). No obstante, el almacenamiento prolongado en
AC presenta desventajas entre las que sobresalen el alto costo econdémico y
energético de su aplicacion aunado a que se ha demostrado que largas
exposiciones a las AC generan dafio fisioldgico en los frutos y estrés oxidativo que
desembocan en desarrollo de malos olores y sabores derivados de cambio al
metabolismo fermentativo por las bajas concentraciones de O, (Forney et al.,
2015). Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de

diferentes tiempos de aplicacion y exposicion a AC en la fisiologia del fruto,



textura, vida de anaquel sensorial asi como en el perfil de compuestos fendlicos

de frambuesa roja cv. Adelita cultivada en México.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades de la frambuesa
2.1.1 Origen y antecedentes

La frambuesa pertenece al género Rubus, uno de los de mayor diversidad
en el reino de las plantas con cerca de 500 especies (Funt & Hall, 2013). Se
considera que la frambuesa roja europea (R. idaeus L) se originé cerca de las
montafias Ida en Asia menor, hoy Turquia y fue descrita por primera vez por los
antiguos griegos y romanos, incluyendo Hipdcrates, Ovidio, entre otros (Hummer &
Janick, 2007; Jennings et al., 1991). Se han descubierto semillas de frambuesa de
la época del imperio romano en antiguas edificaciones de Gran Bretafia,
probablemente los soldados romanos esparcieron el cultivo durante sus
campanfas, sin embargo, no fue hasta la edad media que éste se popularizé en
Europa. Las primeras frambuesas cultivadas datan de hace aproximadamente 500
anos, lo que la convierte en un cultivo relativamente nuevo (Badenes & Byrne,
2012). La frambuesa roja europea asi como otras especies asiaticas llegaron a las
colonias americanas en el siglo XVIII (Jennings et al., 1991). Durante los siglos
XIX y XX se comenzé la cruza de variedades silvestres para generar
descendencia con mejores caracteristicas, mayor tamafio del fruto y mayor
resistencia a enfermedades, entre otras (Finn & Hancock, 2008; Funt & Hall,
2013).

2.1.2 Descripcion morfolégica y anatomica del fruto

Morfologicamente la frambuesa es un agregado de drupas individuales
llamadas drupelas, cada drupela es morfolégicamente similar a una pequefia
cereza con una semilla endocéarpica gruesa denominada pireno, rodeada por un
mesocarpio carnoso y un exocarpio externo. Las drupelas tienen un arreglo tipo
espiral alrededor del receptaculo, el cual es separado de la fruta en el momento de
la cosecha (Figura 1) (Funt & Hall, 2013).



Drupela
—.Pireno

Frambuesa

Figura 1. Morfologia del fruto de frambuesa (Funt & Hall, 2013)

La cohesiébn de las drupelas individuales se lleva a cabo por el
entrelazamiento de vellos epidérmicos unicelulares abundantes en la base y en los
lados de las drupelas y no existe conexion celular entre éstos, ademas no pueden
ser separados sin provocar el desgarre del exocarpio (Robbins et al., 1988). El
entrelazamiento de los vellos epidérmicos en la superficie asi como el nimero de
drupelas y el area de contacto entre éstas contribuyen al grado de asociacion y

cohesividad de algunos cultivares (De Michelis, 2003).

2.1.3 Taxonomiay variedades cultivadas

Las frambuesas estan incluidas en el género Rubus L. de la familia
Rosaceae (Cuadro 1 y 2) los taxonomistas reconocen 12 subgéneros dentro de
Rubus pero solamente las frambuesas pertenecientes al subgénero ldaeobatus
(caracterizado por que los frutos maduros se separan del receptaculo) y la
zarzamora (Eubatus) han adquirido significado comercial (Finn & Hancock, 2008),
no obstante, otros subgéneros han contribuido en el desarrollo de programas de
mejoramiento genético como proveedores de material genético (Badenes & Byrne,
2012). Los hibridos entre frambuesa roja y negra son comunmente llamados
frambuesa puarpura (Rubus neglectus), sin embargo, la mayoria de los
taxonomistas no la reconocen como especie, la frambuesa purpura es menos
tolerante al frio y mas tolerante a altas temperaturas en comparacion a la
frambuesa roja, el cultivar “Royalty“ es ampliamente cultivado en China debido a

gue es altamente productivo.



Cuadro 1. Clasificacion Taxonémica de la frambuesa (Jennings et al., 1991)

Plantae

Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Rosales
Rosaceae
Rubus

R. idaeus

Cuadro 2. Clasificacién Taxonomica de la frambuesa (NCBI, 2017)

Eukaryota

Viridiplantae

Streptophyta

Streptophytina

Rosids

Rosales

Rosaceae

Rosoideae

Rubus

Rubus. Idaeus




Se han realizado algunos hibridos con zarzamora y algunas variedades son
de importancia comercial como Tayberry y Logan-berry. Por su parte, las
frambuesas amarillas son resultado de una mutacion en un gen especifico que
inhibe la pigmentacion de los frutos; algunas variedades son Goldie, Kiwi Gold,
entre otras (Funt & Hall, 2013).

Las frambuesas se cultivan en los 5 continentes, principalmente en el
hemisferio norte donde se presentan zonas con climas templados y sub-articos,
algunas especies en los tropicos, otras mas en el hemisferio sur, no obstante, el
centro de mayor diversidad se encuentra en Asia, principalmente en China donde
se extiende a través del Himalaya hasta la India, y del este de Corea hasta Japén
(Jennings et al., 1991).

En México las antiguas variedades de frambuesa roja como Summit,
Heritage y Autum Bliss de origen estadounidense son aun cultivadas. En los
ultimos 5 afios variedades privadas de origen europeo como la Evita, Lupita, Erika
y Adelita estan incrementando su superficie de manera importante en los estados
de Jalisco y Michoacan. Especificamente Adelita es una variedad desarrollada en
Espafia en el 2012 por Plantas de Navarra S.A del grupo Planasa cuyas
caracteristicas distintivas respecto de otras variedades son la poca densidad de
espinas de la planta, alta produccion de frutos con colores rojos intermedios de
forma conica y de tamafio grande que va de 110 a 125 drupelas, es un variedad
firme y con una mayor vida de anaquel aunque no se especifica un valor concreto
(Pierron-Darbonne, 2012).

2.1.4 Habitos de cultivo

La frambuesa es un cultivo que se desarrolla favorablemente en regiones
templadas, tropicales y subtropicales con invierno definido, algunas de las
caracteristicas geograficas adecuadas para la produccion son: altitud de 2000 a
3000 msnm, lluvia de 700 a 1,200 mm, temperaturas de 5 a 20°C y suelos ricos en

materia organica con pH entre 4.2 y 5.2 (Funt & Hall, 2013).



Cada flor de frambuesa contiene entre 60 y 160 ovarios, cada uno con dos
ovulos, uno de ellos generalmente es abortado después de la diferenciacién. Un
mes después de la polinizacion, los ovarios maduran simultaneamente para formar
el fruto; los frutos maduran en tres fases: la primera que inicia después de la
polinizacion, esta se caracteriza por una division celular acelerada, en la segunda
fase la division celular disminuye mientras que el embridén desarrolla y la testa de
la semilla se endurece, finalmente en la tercera fase el crecimiento se acelera
como resultado de un rapido incremento del volumen celular; cada fase tiene
duracion de 10 a 12 dias (Kim & Harris, 2003). Los cultivares de frambuesa roja y
negra presentan coronas (base de la planta) y raices perennes, sin embargo, las
cafias (ramas) son bianuales y con vida de dos afios. El crecimiento de la cafa
ocurre solamente durante el primer afio y no tiene capacidad de floracion, se
denomina primocana (Finn & Hancock, 2008). En el segundo afio las cafias se
denominan floricafas, éstas florecen, dan frutos y finalmente mueren. En cualquier
afio excepto en el de plantacion hay ambos tipos de cafa presentes (Figura 2)
(Strik et al., 2007).

Las plantas entran en letargo durante el invierno donde una vez satisfechos
sus requerimientos de frio, las yemas de la cafia crecen (floricafias) (Finn &
Hancock, 2008). Los requerimientos de horas frio (temperaturas entre 0 y 7°C)
varian entre las especies productoras de verano, en el hemisferio norte van de 800
hasta 1800 horas frio (Strik et al., 2007). En las cafias en letargo, las axilas
laterales tienen yemas tanto vegetales como florales, al inicio de la primavera las
yemas se rompen y florecen entre 6 y 10 semanas después. Las flores de
frambuesa tienen 5 sépalos, 5 pétalos, muchos estambres y pistilos organizados a
manera de espiral alrededor del receptaculo (Hummer & Janick, 2007). Alrededor
de 35 dias son requeridos después de la polinizacion para que el fruto madure, por
lo que la floricafia produce frutos durante el verano para finalmente entrar en
senescencia, nuevas primocafias son producidas cada afio de manera que la

produccion pueda continuar (Finn & Hancock, 2008).
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Figura 2. Cafias de frambuesa del primer y segundo afio de crecimiento (Funt &
Hall, 2013)

En las productoras de otofio el rompimiento de las yemas florales no es
dependiente de las horas frio pero si de la edad fisiolégica de la cafa; las yemas
frutales desarrollan en la punta de la cafia durante el primer afio y el fruto puede
ser cosechado durante el otofio. La produccion perenne de la frambuesa tiene una
vida de entre 10 y 20 afios para frambuesa roja y de 5 a 10 para frambuesa negra
(Funt & Hall, 2013; Strik et al., 2007).

2.2 Composicion nutricia de la frambuesa

De acuerdo a su composicion la frambuesa roja es considerada un alimento
saludable (Cuadro 3). Es baja en contenido cal6rico con un aporte de solo 52 kcal
por cada 100 g, con 85.75% de agua, 11.94% de carbohidratos, 6.5% de fibra
dietaria, 1.20% de proteinas y 0.65% de lipidos totales, de los cuales el 97.8%
corresponde a &cidos grasos insaturados (Strik et al., 2007). Ademas, contiene
vitaminas liposolubles y compuestos como carotenoides y tocoferoles que se
encuentran presentes en las semillas; altos niveles de vitamina C hidrosoluble se

encuentran en la piel de la frutilla (26.2 mg /100 g). Es también una fuente



importante de minerales como potasio, fosforo, calcio y magnesio con 151, 29, 25
y 22 mg en 100 g de peso fresco (Rao & Snyder, 2010).

2.3 Perfil fendlico de la frambuesa
2.3.1 Generalidades de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos forman una de las principales clases de
metabolitos secundarios en plantas con una amplia variedad de estructuras y
funciones basadas en sus caracteristicas antioxidantes; estos fitoquimicos son
ubicuos en plantas, incluyendo a la de frambuesa y estan involucrados en
diferentes funciones biolégicas; desarrollo de la planta, defensa, pigmentacion,
proteccion de la radiacion UV, quelacién de metales pesados, antioxidantes para
los radicales libres generados en la fotosintesis, entre otras (Rao & Snyder, 2010;
Robards et al.,1999).

Su estructura comprende un anillo aromatico con uno o mas constituyentes
hidroxilos y abarcan desde moléculas fendlicas simples hasta compuestos
altamente polimerizados (Bravo, 1998), a pesar de la diversidad estructural, este
grupo de compuestos es referido con regularidad como polifenoles. Los
compuestos fendlicos se refieren a aquellas sustancias derivadas de la via del
acido shikimico y del metabolismo de los fenilpropanoides, la diversidad estructural
entre los compuestos fendlicos depende de los niveles de oxidacidén de sus anillos
heterociclicos, los patrones de hidroxilacion, su glucosilacion por azlcares o
acilacion por acidos organicos o fendlicos y por su conjugacion en polimeros (Rao
& Snyder, 2010). Por lo anterior, pueden ser divididos en diferentes clases de
acuerdo a su estructura (Cuadro 4) (Balasundram et al,. 2006), de los cuales los
flavonoides, acidos fendlicos, lignanos, y taninos han sido reconocidos como los
compuestos fendlicos méas importantes en la dieta (Nile & Park, 2013).

Las frutillas son una rica fuente de polifenoles, especialmente flavonoides
(antocianinas, flavonoles, flavan3-ols y proantocianidinas) y elagitaninos
(Hakkinen et al., 1999; Skrovankova et al., 2015). La clase mas abundante de

compuestos fenolicos en frambuesa son los taninos hidrolizables (galo y



elagitaninos) y las antocianinas son los segundos méas abundantes (Maéatta-

Riihinen et al., 2004).

Cuadro 3. Composicion nutricia de la frambuesa roja por porcién de 100g de fruta

fresca (Rao & Snyder, 2010)

Tipo Nutriente Contenido en100g

Proximales Calorias (kcal) 52
Agua () 85.75

Proteina (g) 1.20

Lipidos totales (g) 0.65
Carbohidratos totales (g) 11.94

Fibra dietaria (Q) 6.5

Azulcares (Q) 4.42

Sacarosa (Q) 0.2

Glucosa (Q) 1.86

Fructosa (Q) 2.35

Minerales Calcio (mg) 25
Hierro (mg) 0.69

Magnesio (mg) 22

Fosforo (mg) 29

Potasio (mg) 151

Sodio (mQ) 1

Zinc (mQ) 0.42
Cobre (mg) 0.090
Manganeso (mg) 0.670

Vitaminas Vitamina C (mg) 26.2
Tiamina (mQ) 0.032
Riboflavina (mg) 0.038
Niacina (mg) 0.598
Acido pantoténico (mg) 0.329
Vitamina B6 (mQ) 0.055

Colina (mg) 12.3

Betaina (mg) 0.8

Vitamina E, a-tocoferol 0.87

(mg)
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Cuadro 4. Clasificacion estructural de compuestos fendlicos (Balasundram et al.,

2006)
Clase Estructura
Fenoles simples, benzoquinonas Ce
Acidos hidroxibenzoicos Ce-Cy
Acetofenonas acidos fenilacéticos Ce-Co
Acidos Hidroxicinamicos, Ce-C3
fenilpropanoides(cumarinas,
isocumarinas, cromonas, Cromenos)
Naftoquinonas Ce-Cs
Xantonas C6-C1-Co
Estilbenos antraquinonas Ce-C2-Cog
Flavonoides, isoflavonoides Cs-C3-Cs
Lignanos, neolignanos (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C3.Co)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (Cs-C3-Co)n

La frambuesa roja dependiendo de la variedad presenta contenidos de
antocianinas entre 19 y 89 mg/100 g, niveles mucho menores de los presentes en
frambuesa negra donde son el principal componente fendlico (Rao & Snyder,
2010). Los elagitaninos por su parte son los principales compuestos fendlicos de la
frambuesa roja con contenido de &acido elagico total (derivado de la hidrélisis de
elagitaninos) de entre 38 y 270 mg /100 g, también presenta niveles importantes
de procianidinas totales (30 mg/100 g) mientras que los flavonoles son el
componente minoritario con valores menores a 19 mg/100 g (Strik et al., 2007).

Mazur et al., (2014) evaluaron la calidad y la composicion quimica de 11
genotipos de frambuesa roja reportando que la media de fenoles totales para
todos los genotipos fue de 234 mg/100 g de muestra liofilizada, lo anterior,
concuerda con lo reportado en Finlandia por Anttonen & Karjalainen, (2005).
Existen numerosos factores que dificultan la cuantificacion de compuestos
fendlicos, ademas existe gran variabilidad no solo en los diferentes métodos de
extraccién y cuantificacion, sino también como resultado de las diferencias
genéticas entre variedades y por la influencia de factores ambientales (Rao &
Snyder, 2010).
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2.3.2 Acidos fenolicos y derivados

Los acido fendlicos consisten en dos subgrupos, los &cido hidroxibenzoicos
y los acidos hidroxicinamicos. Los acidos hidroxibenzoicos incluyen al galico, p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vainillinico, entre otros. Todos ellos tienen en
comun la estructura Cs-Cy, por su parte los hidroxicinAmicos tienen en comun la
estructura Cg.Cs3, siendo los mas comunes el cafeico, feralico, p-cumarico y el
sinapico (Figura 3) (Bravo, 1998). Los acidos fendlicos rara vez se encuentran
como acidos libres pero son comunmente encontrados en formas conjugadas
como ésteres y glucésidos, pueden encontrarse en la vacuola en forma soluble o
insoluble al estar ligados con polisacaridos de la pared celular (Robards et
al.,1999). Los &cidos fendlicos identificados en frambuesa roja incluyen el p-
cumarico, cafeico, feralico, galico, 5 cafeoilquinico vainillinico y protocatecuico,
algunos de sus derivados incluyen al &cido 5-p-cumaroilquinico, ésteres
glucosidados de cafeico, p- cumarico y acidos ferulicos. Ademas la frambuesa es
Gnica en comparacion a otras frutillas por sus altos niveles del glucésido del acido
p-hidroxibenzoico (Strik et al., 2007).

a COOH COOH
HO i OH i OH
OH OH

Acido
protocatecuico

HO ~._ COOH
~._COOH DA/
HO

HO Acido p- Acido cafeico
cumarnco

CH,0 ~_ COOH
U\/ CH,0 . COOH
HO
HO

Acido ferilico

Acido galico

OCH, Acido sindpico
Figura 3. Ejemplos de acidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicinamicos (b)
(Modificado de Balasundram et al., 2006)

2.3.3 Elagitaninos
Los elagitaninos son taninos hidrolizables que son mas estables que los

taninos condensados, tienen un amplio rango de estructuras y pueden encontrarse
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en sus formas monoméricas, oligoméricas 0 como polimeros complejos, son
definidos como taninos esterificados con una o mas unidades de A&cido
hexahidroxidifénico (HHDP), regularmente la glucosa o el acido quinico asi como
grupos galoil estan unidos a la molécula base, no obstante, también se incluyen
entre los elagitaninos compuestos derivados de transformaciones oxidativas
(Bobinait et al., 2012; Teixeira et al., 2015).

Los oligbmeros mas comunes en frambuesa roja incluyen a la lambertianina
A y la sanguina H-6 (Figura 4) que son trimeros y tetrAmeros respectivamente
formados por la unién éter de un grupo HDDP vy el hidroxilo de un grupo galoil.
Esta unién entre uno de los grupos hidroxilo del galoil de una molécula y el 4,6
HHDP unido a la posicién 4 de la glucosa de otra molécula se conoce como grupo
sanguisorboyl (Rao & Snyder, 2010). Cuando los elagitaninos son expuestos a
acidos o bases fuertes sus enlaces éster son hidrolizados y la estructura se
rearregla para producir acido elagico, no obstante, otros compuestos son liberados
después de la hidrdlisis acida y el contenido total de elagitaninos se expresa como
la suma de estos componentes (Bobinait et al., 2012). Como se mencioné
anteriormente muchos estudios sobre contenido de elagitaninos son reportados
como acido elagico hidrolizado, no obstante otros cuantifican a los propios
elagitaninos (Koponen et al., 2007).

Mullen et al., 2002 fueron los primeros en caracterizar a los elagitaninos de
frambuesa roja en la variedad Glen Ample, reportando el contenido como
equivalentes de acido galico, obtuvieron 76, 31y 0.11 mg /100 g de sanguina H-6,
lambertianina 6 y acido elagico respectivamente. El contenido de elagitaninos en
frambuesa roja difiere entre variedades. Cuatro cultivares de Espafia mostraron
variacion en el contenido de acido elagico desde 20.7 hasta 24.4 mg/100 g (D.
Ancos, Gonza, & Cano, 2000), sin embargo, la variacién entre 17 cultivares en
Finlandia fue mucho mayor, desde 308 hasta 118 mg/100 mg de muestra
liofilizada de &cido elagico (Anttonen & Karjalainen, 2005). Lo anterior demuestra
gue las técnicas de cultivo y la seleccion del cultivar contribuyen al contenido de

elagitaninos, no obstante, el procedimiento de hidrélisis para generar acido elagico
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también juega un papel importante ya que hace al compuesto mas susceptible a
destruccion por reacciones de 6xido-reduccién (Rao & Snyder, 2010).

OH
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Sanguiin H-6 (MW:1871.31) o oM

Lambertianin C (MW: 2805.96)

Figura 4. Estructura de lambertianina A y sanguina H-6 (Strik et al., 2007)

2.3.4 Antocianinas

Las antocianinas son algunos de los metabolitos secundarios de las plantas
mejor caracterizados en términos de quimica, mecanismo de coloracion,
bioguimica, genética y biologia molecular. Estructuralmente, las antocianinas son
glicésidos o acilglicosidos de antocianidinas. Las agliconas, flavilios o
antocianidinas (2-fenil venzo pirilios) difieren en las diferentes substituciones de
grupos hidroxilo o metoxilo en sus estructuras basicas. El nucleo de las
antocianidinas, el flavilio, tiene el esqueleto tipico flavonoide C6-C3-C6 (Figura 5),
el cual contiene un anillo heterociclico benzopirano (anillo C), un anillo aromatico
condensado (anillo A) y un componente fenilo (anillo B). En la forma de catién, las
antocianidinas tienen un doble enlace en el anillo C y por lo tanto tienen carga
positiva (Fei et al., 2010; Tanaka et al., 2008).
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Figura 5. Estructura basica de una antocianidina (Modificado de Jackman &

Smith, 1996).
SR, [ e R A
Apigeninidina -H | -OH -H -H | -OH -H -OH Naranja
Aurantinidina -H -OH -H -OH | -OH | -OCH; | -OH Naranja
Capensinidina -OCH, | -OH | -OCH3 | -OH | -OCH; | -H -OH Rojo-Azulado
Cianidina -OH | -OH -H | -OH | -OH -H -OH Magenta
Delfinidina OH | -OH| -OH |-OH | -OH -H -OH Morado, azul
Eurofinidina -OCHs | -OH | -OH | -OH | -OCHs; -H -OH Rojo-Azulado
Hirsutidina -OCH; | -OH | -OCH; | -OH | -OH -H -OCH; | Rojo-Azulado
Luteolinidina -OH | -OH -H -H -OH -H -OH Naranja
Pelargonidina H | -OH H | -OH | -OH -H -OH | Naranja, salmén
Malvidina -OCH; | -OH | -OCH; | -OH | -OH -H -OH Morado
Peonidina -OCHj3 | -OH -H -OH | -OH -H -OH Magenta
Petunidina -OH | -OH | -OCH; | -OH | -OH -H -OH Morado
Pulchelidina OH |-OH | -OH | -OH | -OCHs; -H -OH Rojo-Azulado
Rosinidina -OCH; | -OH -H -OH | -OH -H -OCH3 Rojo
Triacetidina -OH | -OH | -OH -H -OH -H -OH Rojo

Cuadro 5. Grupos sustituyentes de las principales antocianidinas (Modificado de
Jackman & Smith, 1996)

Las antocianidinas son modificadas por fracciones glicosidicas de maneras
versatiles, ya sea de forma general dentro de una familia o de forma especifica
para una especie. En la naturaleza son mas frecuentes las antocianinas O-
glicosidadas en la posicion C3, seguidas de la posicion C5; glucosa, galactosa,
arabinosa, xilosa y ramnosa son los azlcares mas comunes unidos a las
antocianinas, en frutillas incluso se encuentran varios diglucésidos como rutinosa

(glucosa y ramnosa), sambubiosa (glucosa y xilosa) y soforosa (glucosa y
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glucosa). Ademas algunas antocianinas estan aciladas en los residuos de azucar
con &cidos arométicos, como &cido p-cumérico, acido cafeico, acido ferulico y
sinapico, o acidos alifaticos, por ejemplo acido acético, malico, maldnico, oxalico y
succinico, en la posiciéon C6 de la fraccion de glucosa. La acilacion del azlacar en
las antocianinas también ayuda a promover la estabilidad quimica y es
responsable del amplio rango de colores presentados en los frutos (Fei et al.,
2010; Tanaka et al., 2008). Las seis formas mas comunes de antocianidinas son:
cianidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina, petunidina y peonidina (Cuadro 5),
con una distribucion en la naturaleza de 50, 12, 12, 12, 7 y 7 % respectivamente,
por lo general la cianidina 3-glucésido es el méas ubicuo (Figura 6) (Rao & Snyder,
2010).

En 10 genotipos de frambuesa roja evaluadas durante tres temporadas de
cosecha las antocianinas mas abundantes fueron los glucésidos de cianidina con
96.5% de abundancia y los glucésidos de pelargonidina (3.5%) (Rao & Snyder,
2010); sin embargo, el contenido y perfil de antocianinas presenta variacion entre
variedades e incluso entre temporadas de cosecha. En cuatro cultivares de
frambuesa roja productora de otofio analizados en Espafia las antocianinas totales
se encontraron entre 37.04 y 116.27 mg/100g de muestra liofilizada (D. Ancos et
al., 2000).

Figura 6. Estructura quimica de la cianidina3-glucésido (Rao & Snyder, 2010)

En el cultivar Zeva la cianidina 3-soforésido fue la antocianina mas
abundante (53-58%) mientras que la cianidina 3-rutnosido fue la predominante en
el cv. Autumm Bliss (34%), la siguiente en abundancia para todos los cultivares
fue la cianidina 3-glucosido (21-36%), otras antocianinas identificadas en el

estudio fueron cianidina  3-glucorutindsido, pelargonidina  3-soforésido,
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pelargonidina 3-glucorutindsido, malvidina 3- glucésido y delfinina 3—glucésido
(Rao & Snyder, 2010). Por otra parte, en el estudio de Mazur et al., (2014) los
pigmentos mas abundantes para 10 variedades estudiadas fueron la cianidina 3-
soforésido, cianidina 3-glucosilrutinésido y cianidina 3-glucdsido respectivamente,
una composicién similar de antocianinas en frambuesa roja fue reportada por otros
autores (Borges et al., 2010;Mullen et al., 2003).

2.3.5 Otros compuestos fendlicos

Los flavonoides consisten en el grupo mas amplio de compuestos fendlicos
en plantas (Harborne & Baxter, 1999). Son compuestos de bajo peso molecular
con la estructura tipica flavonoide mencionada previamente para las antocianinas
(C6-C3-C6), la variacion en los patrones de sustitucion del anillo C resulta en casi
todas las clases de flavonoides: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles,

isoflavonas y antocianidinas (Strik et al., 2007).

Los flavonoles tienen un doble enlace entre el C,y Cs, un grupo hidroxilo en
Cs y un grupo cetdnico en C4 (posiciones del anillo C del nucleo flavonoide), los
flavonoles mas comunes presentes en frutillas son la quercetina, miricetina, y
kaempferol estos difieren en el nimero y posicién de los grupos hidroxilos del
anillo B. Los flavonoles en las plantas se encuentran normalmente como O-
glucésidos con azucares en la posicibn Cs, glucosa y galactosa son los mas
comunes pero también pueden encontrarse rutinosa, xilosa, arabinosa, entre
otros. Ademas, al igual que en la antocianinas los azucares en los flavonoles
también pueden estar acilados con &cidos como: acético, glutérico, gluconico,

oxalico y cafeico (Strik et al., 2007).

La frambuesa roja presenta ademas de antocianinas otros flavonoides, el
principal flavonol-glucésido es la quercetina-3-glucorénido y kaempferol 3-
glucorénido presente en 1.1 mg/100 g y 0.6 mg/100 g de peso fresco
respectivamente, mientras que el flavan 3-ol mas abundante es la catequina con
2.4 mg/100 mg de peso fresco (Rao & Snyder, 2010).
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Por su parte las proantocianidinas al igual que los elagitaninos son taninos
poliméricos. A diferencia de estos, estan compuestas de unidades de flavan 3-ol y
son clasificados como taninos condensados. Stewart et al., (2001) reportaron en la
frambuesa roja finlandesa 78.8 mg/100 mg de peso fresco de proantocianidinas en
forma de procianidinas y propelargonidinas que consisten en unidades de
epicatequina y de epiafzelequina respectivamente, un resumen del contenido de

compuestos fenolicos en frambuesa roja es presentado en el Cuadro 8

2.4 Comparacion del perfil fendlico de frambuesa con otras frutillas

Los compuestos fendlicos estan presentes en practicamente todos los
alimentos de origen vegetal. Por ello, las frutas, algunas hortalizas y algunas de
sus bebidas son la fuente principal de estos compuestos en la dieta humana
(Balasundram et al., 2006).

Existen grandes diferencias en el contenido de fenoles totales entre
diferentes productos e incluso entre el mismo producto. Estas diferencias se
pueden deber a la complejidad estructural de estos compuestos y a los diferentes
métodos de extraccion y de analisis utilizados (Bravo, 1998). No obstante, estas
diferencias dependen también de un gran niumero de factores intrinsecos (genero,
especie y variedad) y extrinsecos (agronémicos, ambientales, de manejo y

almacenamiento).

En el Cuadro 6 se resumen los datos reportados respecto al contenido de
compuestos fendlicos presente en diferentes frutos, no obstante, se trata de lo
reportado por un solo autor y pueden existir diferencias significativas en el
contenido cuando se consultan otras fuentes, sin embargo, mas alla del contenido
se busca recalcar que estos resultados sugieren que el contenido de compuestos
fendlicos en algunos frutos como platano, durazno, papaya, pifia, entre otros, es
significativamente inferior al reportado en las frutillas (zarzamora, arandano azul,
arandano rojo, fresa y frambuesa). Las frutillas presentan colores que van del rojo
al purpura y que se deben a su alto contenido de antocianinas, no obstante,
también son una fuente rica de otros flavonoides (flavonoles, flavan-3-ols y

proantocianidinas) y de elagitaninos. (Strik et al., 2007).
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Cuadro 6. Contenido de fenoles en frutos (Balasundram et al., 2006)

Fruto Contenido de fenoles Referencia
totales?®
Manzana 296.3+6.4 (Sun et al., 2002)
Platano 90.4+3.2 (Sun et al., 2002)
Guayaba (blanca) 247345 (Luximon-Ramma et al.,
2003)
Mango 56 +2.1 (Luximon-Ramma et al.,
2003)
Durazno 84.6 + 0.7 (Sun et al., 2002)
Papaya 57.6+4.1 (Luximon-Ramma et al.,
2003)
Pifa 94.3+15 (Sun et al., 2002)
Zarzamora 417-555 (Sellappan et al., 2002)
Arandano azul 270-930 (Sellappan et al., 2002)
Arandano rojo 527.2+21.5 (Sun et al., 2002)
Fresa 161-290 (Sun et al., 2002)
Frambuesa 114.178 (D. Ancos et al., 2000)

®mg equivalentes de acido galico / 100 g de muestra fresca.

En el Cuadro 7 se presentan valores de los contenidos de fenoles totales,
antocianinas y acido elégico reportados por diferentes autores y recopilados por
Strik et al. (2007) para ardndano azul, zarzamora y frambuesa roja. EI mayor
contenido de fenoles totales reportado es para zarzamora (1056 mg equivalentes
de acido galico / 100 g de muestra fresca) (Siriwoharn et al., 2004), no obstante,
las variaciones son significativas entre diferentes autores. El arandano azul y la
frambuesa presentan rangos similares en el contenido de fenoles totales por lo
cual no se podria generalizar sobre cual frutilla presenta mayor contenido de estos
compuestos, el contenido de antocianinas por otra parte es claramente mayor en
arandano seguido por la zarzamora y por la frambuesa, lo cual concuerda con el
color que las frutillas presentan. En cuanto al &cido elagico a diferencia de la
frambuesa el arandano no contiene elagitaninos por lo cual el contenido de acido
elagico es menor a 5 mg / 100 g de muestra fresca, la zarzamora por su parte

presenta un bajo contenido de estos compuestos.
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Cuadro 7. Contenido de fenoles totales, antocianinas y acido elagico en frutillas
(Strik et al., 2007)

Frutilla Fenoles Antocianinas® | Acido elagico®
totales?
106-585 20-495 <5
Arandano azul
114-1056 31-326 2-34
Zarzamora
192-512 19-99 38-270
Frambuesa

#mg equivalentes de acido galico / 100 g de muestra fresca.
b mg equivalentes de cianidina 3-glucdésido / 100 g de muestra fresca.
“ mg equivalentes de acido elagico / 100 g de muestra seca (después de hidrdlisis
acida)
2.5 Importancia de los compuestos fendélicos en plantas y ecosistemas

El estrés puede ser definido como cualquier factor (bidtico o abidtico) que
modifica positiva 0 negativamente el funcionamiento, crecimiento y reproduccién
de la planta. Todas las plantas sufren algun tipo de estrés durante las diferentes
etapas de su ciclo de vida. Sombra, luz excesiva, alta o baja temperatura,
deficiencia de nutrientes, estrés hidrico, estrés por herbivoros y enfermedades
casadas por hongos, bacterias y virus son ejemplos de diferentes tipos de estrés
sufrido por plantas (Cheynier et al., 2013). El primer ejemplo de esta adaptacion

ante un ambiente cambiante se dio hace aproximadamente 400 millones de afios
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cuando las algas carofitas dieron lugar a las primeras plantas terrestres, lo anterior
mediante la generacion de compuestos que protegieron a la planta de la radiacién
UV que en las algas es absorbida por el oxigeno del agua, esto mediante la
integracion de la via del acido shikimico que gener6 flavonoides como chalconas,
auronas, flavonoles y flavonas que absorben luz UV y que actian como
fotoprotectores en Bryophyta (plantas terrestres no vasculares) y en todas las
divisiones de plantas terrestres (Boudet, 2007; Pourcel et al., 2007). Ademas de la
radiacion UV existen otros fendmenos en el ambiente tales como plagas y
patbgenos que estresan a las plantas y son nuevamente los polifenoles los que
proveen la adaptacibn a estos desafios ambientales, como ejemplo, una
desviacion de la via biosintética de las antocianinas a las leucoantocianidinas
produce catequinas cuya polimerizacibn genera taninos condensados,
compuestos de importancia para la planta contra el ataque de virus, bacterias,
hongos, insectos y herbivoros (Cheynier et al., 2013).

El crecimiento de las plantas y su productividad son afectados en gran
medida por el estrés ambiental, lo que ocasiona que sean desviadas cantidades
considerables de sustratos del metabolismo primario al secundario para producir
metabolitos de defensa, no obstante, el costo se ve reflejado en la disminucién de
la tasa de crecimiento y en la capacidad reproductiva de la planta. La activacién de
las defensas de la planta después de percibir los factores de estrés involucra una
compleja red de sefiales de amplificacidbn y compensacién (Herms & Mattson,
1992).

La acumulacion de compuestos fendlicos en los tejidos de las plantas es una
caracteristica distintiva de estrés (Suzuki et al., 2003). Esta acumulacién se debe
al incremento en la actividad de las enzimas relacionadas con la produccion de
fenoles: fenilalanina amonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS), fosfoenolpiruvato
(PEP) carboxilasa, entre otras, lo anterior sugiere un cambio de la produccion de
sacarosa en favor de procesos de defensa y reparo de dafios (Lattanzio et al.,
2009). Los compuestos fendlicos aparentemente contribuyen a una reduccion de

las especies reactivas de oxigeno (ROS) y por tanto tienen efecto en los procesos
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celulares sensibles a las ROS, no obstante, estos compuestos han sido implicados
de manera mas directa en vias de transduccién de sefiales. Un caso bien
documentado es el rol de los flavonoides en la modulacién del transporte de la
fitohormona auxina (Cheynier et al., 2013), la quercetina, la apigenina y el
kaempferol inhiben su transporte través de la membrana plasmatica, ademas es
conocida la mediacion de los flavonoides en las interacciones entre plantas y

organismos en la rizosfera (Beveridge et al., 2007).

Las antocianinas por otro lado son flavonoides que generan los colores, rojo,
azul y purpura abundantes en diversos tejidos de las plantas, estos compuestos
son sintetizados como sefiales visuales para atraer polinizadores y otros animales
para llevar a cabo la dispersion de las semillas, asi como sefiales moleculares
para proteccion contra diversos tipos de estrés y son almacenadas en las vacuolas

de células especializadas (Mol, Grotewold, & Koes, 1998).

Acerca del rol de los compuestos fendlicos en las vias de transduccion de
sefales entre la percepcion de un estimulo ambiental y la respuesta fisiologica de
la planta se ha observado la induccién de mRNAs que codifican glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa, lo anterior se interpreta como el cambio en el metabolismo de
carbohidratos para proveer sustratos a la via del acido shikimico (Logemann et al.,
2000). Ademas bajo diversas condiciones de estrés la planta acumula una gran
cantidad de prolina libre, su sintesis es simultdnea a la oxidacion de NADPH. Un
incremento en la relacion NADP*/NADPH incrementa la actividad de la via de las
pentosas fosfato, lo cual provee precursores para la via del acido shikimico y por

ende para la sintesis de fenoles (Verslues & Sharma, 2010).

2.6 Propiedades funcionales de compuestos fendlicos

Las frutillas entre las que se incluye a la frambuesa son de gran importancia
entre las frutas debido a su alto contenido de compuestos fitoquimicos
antioxidantes (Strik et al., 2007). La evidencia sugiere que el estrés oxidativo
inducido por especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por la actividad
metabdlica normal y por ciertos estilos de vida es un factor etiolégico de

importancia causante de enfermedades cronicas. Los antioxidantes obtenidos de
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Cuadro 8. Compuestos fendlicos presentes en frambuesa roja (Rao & Snyder,

2010)
Clase Grupo Compuesto Contenido Referencia
(mg/1009)
Flavonoides | Antocianinas | Cianidina 3-soforésido 25.4 (Kassim et al.,
2009)
Cianidina 3- 7.2 (Kassim et al., 2009
glucosilrutinésido
Cianidina 3-glucosido 3.9 (Kassim et al., 2009
Cianidina-rutinésido 2.3 (Kassim et al., 2009
Pelargonidina-3- 0.06 (Kassim et al., 2009
soforosido
Pelargonidina-3- 0.1 (Kassim et al., 2009
glucosilrutinésido
Pelargonidina-3- 0.12 (Kassim et al., 2009
glucésido
Pelargonidina-3- 0.005 (Kassim et al., 2009
rutinésido
Flavon-3-ol (+)-catequina 2.4 (Maatta-Riihinen et
al., 2004)
Flavonoles Kaempferol-3- 0.6 (Maéatta-Riihinen et
glucoronido al., 2004)
Quercetina-3- 1.1 (Maatta-Riihinen et
glucoronido al., 2004)
Acidos Acidos Acido galico 21.5 Mattila et al., 2006)
fendlicos Ez)dsroxmenzm Ac. p-hidroxibenzoico 1.82 (Mattila, Hellstrom, &
Torrénen, 2006)
Acidos Ac. p-cumarico 0.8 (Mattila et al., 2006)
hidroxicinami | Ac. cafeico 0.89 (Mattila et al., 2006)
cos Ac. ferulico 0.85 (Mattila et al., 2006)
Ac. sinapico 0.27 (Mattila et al., 2006)
Ac. vainillinico 1.04 (Mattila et al., 2006)
Ac. cinamico 0.27 (Mattila et al., 2006)
Taninos Elagitaninos | Sanguina H-6 76 (Koponen et al.,
hidrolizables 2007b)
Lambertianina C 31 (Koponen et al.,
2007b)
Acido elagico 0.11 (Koponen et al.,
2007b)
Taninos Proantocianid | Procianidina- 30.2-78.8 | (Gu et al., 2004)
condensados | inas propelargonidina
Lignanos 0.02 (Gu et al., 2004)
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la dieta pueden mitigar los efectos dafiinos de las ROS en macromoléculas
celulares como lipidos, proteinas y DNA y asi reducir el riesgo de contraer

enfermedades cronicas (Rao & Snyder, 2010).

Se ha reportado que debido a su capacidad antioxidante los compuestos
fendlicos son responsables de un gran numero de beneficios a la salud, de los
cuales disminuir el riesgo de padecer enfermedades crénico degenerativas entre
las que se incluyen enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y otros tipos
de enfermedades inflamatorias es el que ha atraido mayor interés (Skrovankova et
al., 2015).

Los elagitaninos asi como los conjugados de acido elagico presentes en
altos niveles en la frambuesa han demostrado efectos contra enfermedades
cardiovasculares y varios tipos de cancer ademas de efectos antiinflamatorios y
antiangiogénicos (Sangiovanni et al., 2013); por otra parte, Peiffer et al. (2016) en
un estudio sobre el efecto del consumo en la dieta de antocianinas provenientes
de zarzamora, mencionan que es altamente recomendable consumir frutos con
alto contenido de antocianinas debido a su alta capacidad antioxidante, actividad
antiviral y antimicrobiana y posibles efectos positivos contra el inicio o desarrollo
de un gran numero de enfermedades (cardiovasculares, diferentes tipos de

cancer, etc.).

Por otra parte, el interés por los acidos hidroxicinAmicos y sus derivados ha
ido en aumento debido que han sido asociados con la disminucién del riesgo de
contraer diferentes tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y otras

enfermedades cronicas (Rocha et al., 2012).

No obstante, una importante cuestion a considerar es el rol de compuestos
fendlicos como “antinutrientes” particularmente por su habilidad de reducir la
digestibilidad de proteinas ya sea por precipitacién directa o por inhibicién de la
actividad enzimatica (Balasundram et al., 2006). Los taninos por ejemplo forman
complejos con las proteinas y los carbohidratos de la dieta asi como con enzimas

con funciones en el metabolismo primario, ademas han demostrado reducir la
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absorcion de minerales como hierro y cobre (Naurato et al., 1999; Samman et al.,
2001). Existe controversia sobre el efecto potencialmente adverso por el consumo
excesivo de compuestos fendlicos, no obstante, aun existe limitada informacion al
respecto. Algunos estudios sugieren que la ingestidbn excesiva de compuestos
fendlicos puede tener un rol en carcinogenicidad, genotoxicidad, interaccion con

farmacos, entre otros (Balasundram et al., 2006).

2.7 Producciony comercializacion de frambuesa
2.7.1 Mundial

La frambuesa es una frutilla de importancia mundial cuya produccion se ha
incrementado en los udltimos afios (Figura 7). La produccion mundial en 2014 fue
de 612,571 toneladas y la region con mayor produccion fue Europa con el 73.3%
seguida por América con el 25.1% y Asia con 2.4%, mientras que Oceania y Africa
juntas solo representan el 0.2% de la produccion (Figura 8). Rusia es el principal
productor de frambuesa con un total de 144 mil toneladas registradas en 2014 lo
que represento el 23.5% del total de la produccion mundial. Entre los paises con
mayor produccion se destacan ademas de Rusia, Polonia, Estados Unidos, Serbia
y México en el 5° lugar con el 5.8% de la produccion (Figura 9) (FAOSTAT, 2015).
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Figura 7. Producciéon mundial de Frambuesa del 2000 al 2014 (FAOSTAT, 2015)
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Figura 8. Porcentaje de la produccion de frambuesa por region en 2014
(FAOSTAT, 2015)
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Figura 9. Principales productores de Frambuesa a nivel mundial en 2014
(FAOSTAT, 2015).

2.7.2 Nacional

El cultivo nacional de frambuesa continua en ascenso, con un incremento
en 2016 de la superficie de siembra del 69% respecto al 2007 (Figura 10). México
es el 5° productor a nivel mundial con un total de 112, 661 toneladas en 2016
(SIAP, 2016). Los estados de la republica mexicana con mayor participacion en la
produccion (98.87%) fueron Jalisco, Michoacan y Baja California con 85,960,
16,644 y 9,915 toneladas respectivamente (Cuadro 9) (SIAP, 2017).
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Respecto al valor de la produccion de la frambuesa el estado de Jalisco es
el lider con un 43.6%, Baja California 30.2% y Michoacan 26.1% (Figura 11). El
rendimiento promedio obtenido en la cosecha de la frambuesa mexicana es de
35.6 Ton/ Ha y es el segundo mejor del mundo, solo debajo del conseguido por

Holanda que no figura entre los principales productores.
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Figura 10. Volumen de la produccion nacional de frambuesa de 2007 al 2016
(SIAP, 2017)

Cuadro 9. Produccion nacional de frambuesa en 2016 (SIAP, 2017)

Ubicacion | Produccion Valor Rendimiento
(Ton) Produccion (Ton/Ha)
(Miles de
Pesos)

Jalisco 85,960.07 | 1,706,940.75 19.33
Michoacan | 16,643.74 | 1,019,300.00 14.15

Baja 9,914.70 |1,181,513.51 17.64
California
México 117.10 2,767.38 6.51
Colima 14.00 539.05 14.0
Distrito 8.86 107.50 3.22
Federal
Puebla 3.00 63.0 6.0
Total 112,661.47 | 3,911,231.34 17.8
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2.7.3 Importancia econdmica

El comercio internacional de frutillas continla creciendo y como resultado
de ello México genero un superavit comercial de 531 millones de doélares por la
venta de frambuesa al exterior en 2016, lo que representa un incremento de mas
del 4% respecto al afio anterior donde se generaron 508 millones de dolares
(Figura 12). México exporta frambuesa a 25 paises de los cuales Estados Unidos
figura como el principal destino con el 95.8% del volumen total comercializado, sin
embargo, México podria intensificar sus exportaciones de frambuesa con los
paises europeos, principalmente Holanda y Bélgica aunado a que actiia como un
proveedor de contra estacion (SIAP, 2017).

Baja California
302

Jalisco
6

Michoacan
261

Figura 11. Porcentaje del valor de la produccién de frambuesa por entidad
federativa (SIAP, 2017)
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Figura 12. Evolucién del comercio exterior de frambuesa 2007-2016 (millones de
dolares) (SIAP, 2017).

Desde sus inicios hace aproximadamente 20 afios, el cultivo de frutillas en
México, incluyendo a la frambuesa, ha sido un ejemplo de beneficio social y
desarrollo en las regiones productoras. El alta demanda de mano de obra durante
el desarrollo del cultivo y en especial durante la cosecha hace que estos cultivos
contribuyan de manera importante en el desarrollo rural de las regiones.
Actualmente municipios del estado de Michoacan como Ziracuaretiro, Tacambaro,
Ario de Rosales, Los Reyes, Periban, Tocumbo, Zamora, Jacona, entre otros,
basan buena parte de su economia en torno al cultivo de las frutillas. Mas
recientemente, varios municipios de Jalisco y Colima han incursionado en estos
cultivos (Segura, Rebollar-Alviter, Boyzo-Marin, Hernandez-Bello, & Lépez-
Medina, 2012).

2.8 Manejo y almacenamiento del producto fresco
2.8.1 Consideraciones durante la cosecha

La frambuesa es un fruto no climatérico y posee una de las mas altas tasas
de respiracion entre los frutos (100 ml de CO,/ Kg . h a 20°C) (A. A. Kader &
Pelayo-Zaldivar, 2007), aunado a su alto contenido de azucares la vuelve una de
las frutas mas perecederas, resultando en una vida poscosecha muy corta (3-5
dias a temperatura ambiente). La fruta cosechada antes de su madurez 6ptima

tendra una vida util mas larga que la cosechada en madurez o6ptima, sin embargo,
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presentard menores niveles de azucares y de antocianinas. El estado 6ptimo de
madurez para la frambuesa se encuentra cuando la frutila se vuelve
completamente roja pero antes de que desarrolle tonalidades mas oscuras (Chen
et al., 2013). También para su cosecha se toma en cuenta la facilidad para ser
desprendida del receptaculo el cual esta directamente relacionado al desarrollo del
color (Stavang et al., 2015). Las frutillas no deben de ser manipuladas antes de
ser cosechadas y solamente las que no presenten dafios deben ser colocadas en
el empaque, la magnitud del dafio causado por el cosechador puede ser tan
grande como para enmascarar otras causas de deterioro. La fruta sobremadura o
deteriorada debe ser cosechada y descartada debido a que puede ser susceptible

al desarrollo de mohos (Kim & Harris, 2003).

Dentro de las enfermedades que pueden presentar los frutos de frambuesa
las provocadas por hongos son las mas importantes, entre ellos Botrytis spp. es el
patdgeno que mas comunmente afecta a la frambuesa, una vez que éste se
desarrolla en fruta sobremadura produce esporas, generando asi grandes
cantidades de inéculo que pueden infectar a fruta que aun estd en maduracion
(Harshman et al., 2014).

2.8.2 Manejo poscosecha

Debido a su alta perecebilidad el manejo poscosecha de la frambuesa debe
ser sumamente cuidadoso para asegurar una O6ptima calidad de la fruta al
momento de su consumo. Los objetivos del manejo poscosecha en frambuesa son
disminuir la tasa de respiracion y transpiracion que resultan en pérdidas por dafios
y por la aparicion de hongos. Entre las condiciones que disminuyen la tasa de
respiracion se encuentran el almacenamiento a bajas temperaturas y su
combinacion con atmosferas controladas (altos niveles CO, y bajos de O,) en las
camaras de almacenamiento o por la aplicacion de una atmdésferas modificadas en
empaques con diferente permeabilidad a gases , ademas la pérdida de peso

disminuye por la reduccion en los niveles de humedad (Jin et al., 2012).

El rapido traslado al frio de la fruta es esencial durante las primeras horas

después de la cosecha, para bajar la tasa de respiracion y evitar el deterioro, los
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productores deben tener facilidades para realizar un preenfriado para remover el
calor de campo y posteriormente trasladar la fruta para el almacenamiento en frio,
por cada hora de retraso en el enfriado, la vida atil se reduce en un dia. Los
productores por lo regular cosechan tan temprano en la mafiana como sea posible
para reducir el calor de campo. Una vez que las frutillas han sido enfriadas, los
empaques son envueltos en plastico para prevenir la pérdida de agua y su
condensacion cuando son removidas del enfriador, la temperatura de
almacenamiento puede ser mantenida hasta a -1°C, las frutillas no se congelaran
a esta temperatura debido a que los azucares presentes disminuyen el punto de
congelacion (Joles et al., 1994).

Cuando la temperatura disminuye, la cantidad de humedad en el aire
también lo hace, para la frambuesa es critico mantener la humedad relativa (HR)
entre 90 y 95% simultaneamente a bajas temperaturas (-0.5-1°C) para prevenir la
pérdida de agua. A 25°C y 30% de HR la fruta pierde agua 35 veces mas rapido
gue a condiciones de 0°C y 90% de HR (Funt & Hall, 2013). Por otra parte, las AC
disminuyen la tasa de respiracion y el crecimiento de patdégenos (Haffner et al.,
2002), no obstante, se pueden generar alcoholes y aldehidos de sabor y olor
desagradable los cuales se acumulan en la frambuesa cuando la concentracién de
O, es limitada por un largo periodo de tiempo, ademas altas tasas de CO, pueden
causar oscurecimiento en los frutos (Kim & Harris, 2003).

El manejo poscosecha de frutillas es regularmente sub-6ptimo,
principalmente al final de la cadena de distribucién, en medios de transporte,
tiendas y en los hogares, en donde el abuso de la temperatura afecta la calidad
fisica y quimica del fruto, se ha estimado que las pérdidas desde el momento de la
cosecha hasta el consumo de la frambuesa son de mas del 40%, la mayoria de
éstas son el resultado del mal manejo poscosecha (Jin et al., 2012, Kriger et al.,
2011).

Se ha reportado que las drupelas de frambuesa se mantienen unidas
Gnicamente por entrelazamiento a través de vellos epidérmicos y que no

mantienen conexion celular entre ellas; el entrelazamiento entre estas vellosidades
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externas, el nimero de drupelas y el area de contacto entre éstas contribuye al
grado de asociacion y cohesividad entre cultivares, otras caracteristicas
morfolégicas como la forma de la fruta, la forma de la cavidad del receptaculo y la
forma de la drupela pueden contribuir a la fuerza de cohesién y determinar la poca
resistencia mecanica de la fruta con tendencia a deformaciones y al drenado del

jugo al poco tiempo después de ser cosechadas. (De Michelis, 2003).

2.9 Tecnologias poscosecha para extender la vida de anaquel
2.9.1 Atmosferas controladas y modificadas

En las atmoésferas modificadas (AM) y controladas (AC) se eliminan o
afladen gases para crear una composicion atmosférica alrededor del producto que
difiera de aquella del aire (78.08% de N,, 20.95% de O, y 0.03% de CO,.)
Usualmente esto involucra la reduccion de oxigeno y/o la elevacion de las
concentraciones de didxido de carbono (Kader & Pelayo-Zaldivar, 2007). Las AC y
las AM solamente difieren en el grado de control, la AC implica un control
constante de la composicién de gases mientras que en las AM la concentracion de
gases depende del intercambio de gases del producto con el ambiente a través.de
una barrera entre estos El uso de atmosferas debe considerarse como un
complemento al manejo de la temperatura y humedad relativa apropiadas (Yahia,
2009). El potencial beneficio o riesgo de su uso depende del producto, variedad,
edad fisioldgica, composicién atmosférica, asi como de la temperatura y duracién
del almacenamiento (Alamar et al., 2017). Lo anterior ayuda a explicar la amplia
variabilidad de los resultados entre los reportes publicados para las AM o AC
utilizadas en un producto dado. El desarrollo de la tecnologia de atmdsferas ha
permitido su uso creciente durante el transporte, el almacenamiento temporal o el
almacenamiento a largo plazo de los productos hortofruticolas (Usall, Ippolito,
Sisquella, & Neri, 2016).

Si se usan adecuadamente las AC y AM pueden complementar el uso de la

temperatura aportando algunos de los siguientes beneficios:

e Retraso en la senescencia junto con los correspondientes cambios

bioquimicos vy fisiolégicos, lo que implica bajar la tasa de respiracion y de
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produccion de etileno, reducir el ablandamiento y otros cambios
composicionales (Hwang et al., 2012).

e Reducir la sensibilidad a la accién del etileno a niveles de O, por debajo del
8% o0 CO; por arriba de 1%.

e Reduccion de fisiopatias como el dafio por frio y algunas alteraciones como
el escaldado de las manzanas (Siddiqui, 2016).

e Puede reducir la severidad e incidencia de pudriciones, concentraciones
elevadas de CO; (10-15%) inhiben significativamente el desarrollo de las

pudriciones causadas por Botrytis (Goulart et al.,1992).

En la mayoria de los casos, la diferencia entre combinaciones benéficas y
perjudiciales de atmosfera es relativamente pequefia, las concentraciones pueden

no ser toleradas por el producto dando lugar a un deterioro atin mas rapido.

e Maduracion irregular de los frutos al exponerlos a niveles de O, por debajo
del 2% y niveles de CO; por arriba del 1% (A. A. Kader & Pelayo-Zaldivar,
2007).

e Generacién de sabores y olores desagradables a concentraciones muy
bajas de oxigeno y muy altas de CO, como resultado de la respiracion
anaerobica y del metabolismo fermentativo (Siddiqui, 2016).

e Aumento en la susceptibilidad a pudriciones por dafio fisiologico del fruto
(Forney et al., 2015).

Las frutas y hortalizas frescas varian en gran medida en su tolerancia a los
cambios en la composicion atmosférica, es decir, a los niveles extremos mas alla
de los cuales se esperaria dafio fisioldégico, estos limites cambian con las
fluctuaciones de la temperatura optima ya que las necesidades de oxigeno para la
respiracion aerébica del tejido aumentan con temperaturas altas, la produccion de
CO, por su parte incrementa con el aumento de la temperatura pero su solubilidad

disminuye (Petracek et al., 2002).
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2.9.2 Atmosferas controladas (AC) en frambuesa

En el almacenamiento en AC dentro de una cémara refrigerada la
composicion de gases se monitorea regularmente y es adaptada para mantener
las concentraciones optimas de gases dentro de los niveles de tolerancia. No
obstante, la aplicacion al ser costosa de operar es més utilizada en productos que
se pueden almacenar a largo plazo como las manzanas, el kiwi y las peras
(Siddiqui, 2016) . No obstante, se ha evaluado su aplicacién comercial en una gran
variedad de productos entre los que se incluye la frambuesa (Forney et al., 2015;
Giovanelli et al., 2014; Goulart et al.,1992; Haffner et al., 2002), estos estudios
demostraron la efectividad de las AC para extender la vida poscosecha de este
fruto con concentraciones de O; (3-10%) y de CO,(5-30%), no obstante también
se ha reportado dafio fisioldgico y decoloracién de los frutos en el almacenamiento

continuo en AC.

Haffner et al. (2002) evaluaron el potencial de almacenamiento de 5
variedades de frambuesa sometidas a dos condiciones diferentes de atmdsfera
controlada (10% 0O,+15% CO,, 10% O, + 31% CO,) y a un control en aire (21% O,
+ 0.5% CO;) donde encontraron que ambas condiciones de AC disminuyeron
significativamente la incidencia de pudriciones asi como la tasa de respiracion
siendo mas efectiva la reduccién con la AC de 31%CO,, no obstante no se mejoré
la firmeza de los frutos comparada con el control y se observé ademas una
disminucién en el contendido de antocianinas, lo anterior con repercusiones en el
potencial antioxidante de los frutos. Se ha reportado que condiciones de CO; entre
15 y 20% retardan la aparicion de pudriciones y extienden la vida poscosecha de
frambuesa (Goulart et al.,, 1992), no obstante se observd dafio fisiol6gico en 9
variedades de frambuesa (dafio por CO,), asociado a concentraciones de CO,
>12.5 kPa con una concentracién de oxigeno de 7.5 kPa, este se vio reflejado en
decoloracion, desarrollo de malos olores y ablandamiento de los frutos (Forney et
al., 2015), lo anterior también ha sido observado en arandanos donde con 15 kpa
de CO; se observo dafio fisiolégico (Yahia, 2009). S in embargo, la susceptibilidad
al dafio fisiologico por elevadas concentraciones de CO, puede estar influenciada

tanto de factores genéticos como ambientales, Toivonen et al. (1999) reporté que
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en frambuesa almacenada a 1°C durante 7 dias en empaques con AM a
concentraciones aproximadas de 10 kPa de CO, y 5 kPa de O, se presenté una
mayor pérdida de firmeza en las variedades “Chilliwack” y “Qualicum” que en la

“Meeker” comparada con los frutos almacenados en aire.

Respecto a la concentracion de O,, cuando los niveles bajan del nivel critico
hay un cambio hacia el metabolismo fermentativo de los frutos lo que genera
malos olores por la generacion de etanol y acetaldehido (A. A. Kader & Pelayo-
Zaldivar, 2007). Burton (1978) reportd que las frambuesas almacenadas en 2y 3%
de O, desarrollaron malos olores mientras que Joles et al. (1994) observaron que
frambuesas mantenidas a niveles de O, superiores a 4 kPa en 0°C, 6kPa a 10°C y
8 Kpa a 20°C evitaron el cambio al metabolismo fermentativo. A pesar de los
trabajos previamente descritos, los estudios en frambuesa donde se evallan
diferentes condiciones de AC para diferentes variedades y su efecto a nivel

fisiol6gico en el fruto son escasos y poco conclusivos.

Debido a la creciente necesidad de desarrollar tecnologias sustentables,
recientemente se ha evaluado la aplicacion de atmdsferas controladas en
intervalos cortos de tiempo a lo largo del almacenamiento, como una estrategia
para reducir los costos energéticos, los costos econémicos por la compra de
gases y mantenimiento de los equipos y porgue se ha observado que intervalos
cortos de AC disminuyen significativamente los efectos negativos en los frutos
asociados al almacenamiento prolongado en AC (Alamar et al., 2017). La
exposicion a AC en tiempos cortos durante el almacenamiento, también
denominada AC dirigida ha resultado tan efectiva como la AC aplicada de manera
continua para extender la vida poscosecha de productos hortofruticolas Alamar et
al. (2017) evaluaron esta estrategia en aguacate donde 5 dias de AC al comienzo
del almacenamiento extendieron la vida poscosecha en 2 dias, ademas la
aplicacion de 5 dias en aire + 5 dias en AC resulté en frutos con menor incidencia
de dafo por frio. En fresa 3 dias de AC al inicio del almacenamiento resultd en
frutos mas firmes en comparacion al control sin AC y con 3 dias mas de vida

poscosecha basado en la incidencia de pudriciones. Por su parte Veazie & Collins
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(2002) evaluaron la AC dirigida en zarzamora en donde frutos expuestos a 7 dias
de AC + 7 dias en aire disminuyeron significativamente el porcentaje de
pudriciones y el porcentaje de frutos con sangrado respecto a los frutos control
almacenados por 14 dias en aire , asi mismo se incrementd el porcentaje de
zarzamora comercializable. No obstante, no fue evaluado si estos beneficios son

significativamente diferentes con los obtenidos por 14 dias en AC

Esta evidencia demuestra que, es posible reducir el tiempo de aplicacion de
AC con los beneficios que esto conlleva y al mismo tiempo extender la vida
poscosecha de los productos de manera similar a lo obtenido con un
almacenamiento continuo en AC, no obstante esta estrategia no ha sido estudiada

en frambuesa .

Debido a la importancia econdémica que tiene el cultivo de la frambuesa en
México, y por la problematica que representa para la industria exportadora que su
conservacion a bajas temperaturas (0-1°C) no logra superar vidas de anaquel
mayores a dos semanas aunado a que se han introducido en México diferentes
variedades de las cuales no se conoce sus respuestas a diferentes tipos de
tecnologias poscosecha, en el presente trabajo se plante6 evaluar las aplicacion
de atmosferas controladas en diferentes tiempos de exposicidn en la vida de
anaquel y en el perfil de compuestos fendlicos de variedades de frambuesa roja

cultivadas en México.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de frambuesa en México ha adquirido en los Ultimos afios gran
relevancia comercial derivada de su alto valor econémico, a sus caracteristicas
Unicas de sabor y olor asi como de la presencia de compuestos bioactivos. Sin
embargo es un producto altamente perecedero con una de las tasas de
respiracion mas altas entre los frutos lo que le confiere una vida poscosecha no
mayor a 14 dias (-0.5-1°C / 95%HR), ademas, el manejo poscosecha es
regularmente subdptimo y se ha estimado que para este cultivo las pérdidas

asociadas a un mal manejo poscosecha son de mayores al 40% (FAO, 2011).

El almacenamiento en atmésferas controladas como complemento al control
de la temperatura, ha resultado una estrategia efectiva para extender la vida
poscosecha de productos hortofruticolas incluyendo a la frambuesa, no obstante,
la eficiencia de esta estrategia depende de factores como la variedad, el estado
metabdlico, las variaciones en la temperatura de almacenamiento y el tiempo de

exposicion a la AC.

Recientemente se ha demostrado que la aplicacion de AC en tiempos cortos
de exposicién ha resultado ser igual de efectiva que el almacenamiento continuo
para extender la vida de anaquel de productos hortofruticolas, aunado a la
disminucién de costos, al menor gasto energético y a la disminucién de fisiopatias

por almacenamiento prolongado en AC que esta estrategia conlleva.

Por ello es necesario evaluar la aplicacion de AC en frutos de frambuesa
para establecer mejores estrategias de manejo de este fruto dentro del proceso de
comercializacién, ademas de investigar los efectos de la aplicacion de AC en la
fisiologia y en los parametros fisicoquimicos, sensoriales y fitoquimicos de la

frambuesa roja.

37



OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de atmdsferas controladas para alargar la vida
poscosecha de variedades de frambuesa roja (Rubus idaeus L.) cultivadas en
México.

3.2 Objetivos especificos
e Determinar la composicion de AC que mejor mantenga la calidad
poscosecha de diferentes variedades de frambuesa roja
e Evaluar el efecto en frambuesa roja de la exposicion temprana (1-3 DA),
intermedia (4-6 DA) y continua (1-14 DA) a las condiciones seleccionadas
de AC, sobre parametros fisiolégicos, fisicoquimicos, sensoriales y

fitoquimicos.

4. METODOLOGIA
4.1 Material biolégico y equipo de AC

El material biologico utilizado fueron frutos de frambuesa roja (Rubus idaeus
L.) de las variedades F16 y F24 proporcionadas por la asociacion nacional de
exportadores de Berries (Aneberries) y la variedad Adelita desarrollada por la
empresa Planasa (Plantas de Navarra S.A.). Las tres variedades cultivadas en
Zamora Michoacan. La seleccion de las variedades utilizadas fue en base a la

disponibilidad de producto por parte de los productores

El equipo utilizado para el almacenamiento en atmdsferas controladas se
presenta en la Figura 13. Se trata de un equipo CONTROL-TEC® CAM
RESEARCH de la marca TECNIDEX, Fruit Protection, S.A.U. que cuenta con
cabinas estancas, con sistemas de homogeneizacién de la atmésfera en la cabina,
con regulacibn de la temperatura, humedad relativa, regulacion de Ila
concentracion de gases (Aire, N, y CO,), y que cuenta con el monitoreo y control

de estos parametros en tiempo real mediante una aplicacion informéatica.

38



col.-mw_m MMIESEARCH | i CONTROL.TEC 1

CAM RESEARCH

Figura 13. Equipo de AC

4.2 Estrategia experimental

Para cumplir los objetivos planteados, la estrategia experimental se dividio
en dos etapas: en la primera se evaluaron dos atmosferas para seleccionar la
mejor composicion de atmésfera para conservacion de las variedades F16 y F24
de frambuesa roja. Los frutos de estas variedades fueron transportados en
clamshells de 170 g al laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de
Frutas y Hortalizas de la Universidad Autbnoma de Querétaro donde fueron

almacenados a 1°C durante 24 h previo a la aplicacion de tratamientos.

Durante 14 dias se evaluaron dos composiciones de atmosfera controlada
(AC1:10% O, + 15%CO0,, AC2:10% O, + 10% CO,,) y un control en aire para cada
variedad. Se evalu6 un total de 6 tratamientos Se realizaron 3 muestreos
correspondientes a los 0, 6, y 14 dias de almacenamiento (DA) en donde para
cada tratamiento, dia de muestreo y réplica se llevaron a cabo las mediciones de

las variables de firmeza, pérdida de peso y color.

Para la segunda etapa, una vez definida la mejor composicion de atmosfera
controlada, clamshells de la variedad Adelita fueron almacenados a 1°C por 14
dias y se evaluaron un total de 4 tratamientos, la exposicion temprana a AC (1-3
DA), la exposicion intermedia (4-6 DA), la exposicién continua (1-14 DA) y el
control en aire (1-14 DA). Se realizaron muestreos correspondientes alos 0, 3,6y
14 dias de almacenamiento en donde para cada tratamiento, dia de muestreo y
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réplica se tomaron 4 frutos (n=4) para llevar a cabo analisis de los parametros
fisiolégicos y fisicoquimicos. De manera simultdnea se tomaron 4 frutos de cada
tratamiento para la determinacion del perfil de compuestos fendlicos y para los
ensayos de capacidad antioxidante, estos frutos fueron congelados con nitrégeno
liquido y se almacenados a -80 °C hasta el momento de los andlisis. Clamshells
adicionales de cada tratamiento fueron utilizados para llevar a cabo la estimacién
de la vida de anaquel sensorial, lo anterior con la previa aprobacion del Comité de

Bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

4.3 Disefio del experimento y analisis estadistico

Para el desarrollo de la primera etapa del estudio se utilizé un disefio factorial
completamente aleatorizado, en donde los factores a evaluar fueron las
condiciones de atmésfera con tres niveles (AC1:10% O, + 15%CO, y AC2:10% O,
+ 10% CO, y control en aire), y la variedad de frambuesa con dos niveles (F16 y
F24), el total de tratamientos fue por ende de 6 (Cuadro 10). La unidad
experimental consisti6 de 4 frutos seleccionados de manera aleatoria de un
clamshell de 170 g. Cada tratamiento contd con dos replicas, por lo que se evalué
un total de 18 unidades experimentales para los 0, 6 y 14 DA. Las variables
respuesta para este objetivo fueron la firmeza, la pérdida de peso y el color
objetivo (Cuadro 10).

Para el desarrollo de la segunda etapa se utilizé un disefio factorial donde los
factores a evaluar fueron la composicion de atmosfera y el periodo de exposicion a
AC con tres niveles (exposicion temprana: los primeros tres DA, exposicion
intermedia: del 4 al 6 DA y continua, del 1 al 14 DA) adicionalmente se evalué un
tratamiento control donde los frutos estuvieron almacenados a 1°C en flujo de aire,
el total de tratamientos fue por ende de 4 (Cuadro 11). Los muestreos se
realizaron a los 0, 3, 6 y 14 DA. La unidad experimental consistié de 4 frutos de
frambuesa cv. Adelita seleccionados de manera aleatoria de un clamshell de 170
g. Cada tratamiento cont6 con dos replicas, por lo que se evaluaron un total de 12
unidades experimentales. Las variables respuesta evaluadas en esta etapa se

presentan en el Cuadro 12.
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A los datos obtenidos se les realizé un analisis de varianza para comparar

los efectos de cada tratamiento sobre las variables respuesta con una
comparacion de medias para identificar diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos utilizando la prueba de Tukey (a= 0.05) Se llevé a cabo un
andlisis de componentes principales (PCA) para explorar las relaciones
potenciales entre variedades y las variables evaluadas en la etapa 1; ademas un
analisis de factores multiples (MFA) para explorar relaciones potenciales entre
variables de distinta naturaleza en la etapa 2 del estudio, lo anterior mediante los

paquetes estadisticos JIMP 10 y R.

Cuadro 10. Factores primera etapa

Atmosfera Tiempo de Variedad Tratamiento | Variables
controlada (AC) exposicion evaluadas
AC1 Continuo: 1-14 F16 1 Firmeza
10% 02 DA (N)
15% CO2 F24 2
AC2 Continuo: 1-14 F16 3 Pérdida de
10% O2 DA peso
10%CO2 F24 4 (%)
Control en aire | Continuo: 1-14 F16 5 Color
DA CIE L*a*b
F24 6

Cuadro 11 Factores segunda etapa

Atmoésfera Tiempo de Tratamiento
exposicion
AC1 Temprano: 1-3 DA 1
10% O2 .
15% CO?2 Intermedio: 4-6 DA 2
Continuo: 1-14 DA 3
Aire Continuo: 1-14 DA 4
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4.4 Parametros fisioldgicos y fisicoquimicos

4.4.1 Tasade respiracion

La tasa de respiracion fue determinada a lo largo del tiempo de
almacenamiento. La velocidad de respiracion de los frutos se llevd a cabo
mediante la cuantificacion de CO, utilizando un sistema cerrado (Kays, 1991).
Para esto clamshells de frambuesa (170 g) se colocaron en frascos de 500 mL
cerrados herméticamente con una tapa acondicionada con una septa de hule
latex, se mantuvieron en incubaciébn durante 3 horas en sus respectivas
condiciones de almacenamiento y transcurrido el tiempo de incubacién se tomo 1
mL de gas del espacio de cabeza y se inyect6 a un cromatografo de gases de la
marca Agilent Technologies modelo 7890B acoplado a un detector de
conductividad térmica.a 250°C. La columna utilizada fue una HP-PLOT Q con un
flujo de 8.6 ml/min y una rampa de temperatura para el horno de 60°C por 2 min y
240°C por 7min , la temperatura del inyector se mantuvo a 60°C con un Split de
18:1.

Cuadro 12. Variables respuesta segunda etapa

Parametros fisiolégicos y fisicoquimicos Perfil de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante
Tasa de respiracion Cuantificacién de compuestos
fendlicos totales
Pérdida de peso (%) Cuantificacion de antocianinas
monomericas totales
Color Andlisis del perfil de compuestos
fendlicos por HPLC-DAD
Firmeza Andlisis de antocianinas por HPLC-
DAD
Solidos solubles totales (SST) Cuantificacién de acido elagico por
HPLC-DAD
Acidez titulable (AT) Capacidad antioxidante

La cuantificacion de CO, se realiz6 mediante el método de estandar externo
usando un estandar certificado. Simultdneamente se evaluo la produccion de CO,
mediante un detector instantaneo marca Mocon modelo 0417ED584, los

resultados fueron expresados como ml de CO, kg™ h™.
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4.4.2 Pérdida fisiolégica de peso

La pérdida de peso debida a la respiracion y a la transpiracion de los frutos
fue monitoreada durante el tiempo de almacenamiento. La pérdida de peso se
calculé como la diferencial del peso inicial menos el peso final dividido por el peso
inicial por 100 (Kruger et al., 2011).

4.4.3 Color

El sistema CIE L*a*b desarrollado en 1976 fue utilizado para la evaluacion
del color, el parametro L* define la luminosidad, por lo cual valores bajos indican
colores mas oscuros (0O=negro) y altos valores indican colores mas claros
(100=blanco). Valores negativos de a* indican verde y valores positivos color rojo,
mientras que valores negativos de b* implican azul y valores positivos amarillo. El
angulo hue (h*) o de matiz (color verdadero) es definido por el arco tangente de
bla, y el valor croma (C*) (saturacién del color) es definido por i/(a*2 + b*2), es
cero en el centro y aumenta con la distancia respecto al centro- Altos valores del
angulo hue indican colores rojos-anaranjados y bajos valores rojos-ligeramente
azulados. EIl instrumento Minolta Osaka-Light CM-2002, se utiliz6 con un
iluminante D65 y fue calibrado previo a su uso por un blanco estdndar (Mazur et
al., 2014).

4.4.4 Firmeza

La firmeza de la frutilla se analizé por compresion mediante un analizador
de textura (Brookfield CT3 25K) utilizando una sonda de acero inoxidable (36F) la
cual comprime a una velocidad de carga de 2 mm s*. El fruto se colocé sobre una
placa de aluminio de tal manera que el centro de la sonda tuviera su primer
contacto con la muestra en el vértice del fruto. Los resultados fueron expresados
como la fuerza necesaria para comprimir 20% de la altura inicial del fruto

expresado en Newtons (N) (Giovanelli et al., 2014).

4.45 Solidos solubles totales y acidez titulable
Para la medicion de acidez titulable se empleé el método 935.57 de la
AOAC (1990) con algunas modificaciones, 5 g de frambuesa fueron

homogenizados en 5 ml de agua destilada utilizando un Ultra Turrax (T 25). A

43



dicha dilucion se le midieron los sélidos solubles totales (°Brix) utilizando un
refractometro digital (A. Kriss Optronic GmbH) y el resultado fue expresado como
porcentaje (%). Para la acidez titulable una alicuota de 1mL de la primera dilucién
se disolvié en 9 mL de agua destilada, la dilucién se titul6 con NaOH 0.1 N hasta
alcanzar un pH de 8.2 £ 0.2. La acidez titulable fue expresada como porcentaje de

acido citrico en 100 g de muestra utilizando la siguiente expresion:

Titulo(ml) * N (NaOH) = Vol.aforado(ml) * eq acido citrico = 100
Vol.muestra (ml) * Peso de la muestra (g) * 1000

% acidez =

4.5 Determinacién de la vida de anaquel sensorial

El modelaje de la vida de anaquel sensorial se llevd a cabo mediante un
analisis sensorial en donde los diferentes atributos de calidad del fruto fueron
evaluados durante los 0, 6 y 14 DA y la vida de anaquel determinada por el
porcentaje de rechazo de la muestra por medio de un panel sensorial no
entrenado (Hough, 2010). Lo anterior, con la previa aprobacion del Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro.
Treinta y cinco panelistas no entrenados fueron seleccionados de entre el personal
y alumnos de la Facultad de Quimica de esta Universidad, en los criterios de
inclusién se eligieron personas sanas adultas entre 18-50 afios con preferencia al
consumo de frambuesa, de sexo indistinto y con aptitud para comunicar y describir
las sensaciones percibidas. Para los criterios de exclusion se omitieron personas
con reacciones alérgicas a la frambuesa o desagrado a la misma, asi como
aquellas que presentaban alguna enfermedad o condicion que limitaba su

apreciacion sensorial.

Previo al andlisis, a las personas interesadas en participar se les dio una
platica informativa sobre los propdésitos del proyecto, el protocolo a seguir y los
riesgos asociados a su participacion. Todos los participantes recibieron al finalizar
la platica informativa una carta de consentimiento informado que contenia toda la
informacion referente a la investigacion y en la cual qued6 asentado que
aceptaban de manera voluntaria participar en la evaluacion. La confidencialidad de

los participantes fue garantizada, durante los dias de evaluacién se les invitd a un
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coffee break como agradecimiento a su participacion y no recibieron remuneracion
alguna. El analisis se llevo a cabo en el laboratorio de evaluacién sensorial de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro, la cual cuenta
con la infraestructura requerida y en donde se tomaron las medidas de buenas

practicas de higiene necesarias para llevar a cabo este tipo de analisis.

El protocolo a seguir para el desarrollo del andlisis de vida de anaquel
sensorial fue el siguiente: los panelistas recibieron 1 fruto de cada uno de los 4
tratamientos codificados con nameros aleatorios de tres digitos, se les pidid que
de acuerdo a los atributos sensoriales del producto (color, aroma, sabor y firmeza
al tacto) contestaran la pregunta “; Consumiria regularmente este producto?” con
un si o con un no, adicionalmente se les aplicé una prueba hedonica de 10 puntos
para evaluar la aceptabilidad del producto. El analisis se llevé a cabo bajo luz
blanca y se utilizé6 agua purificada como limpiador de paladar, a los panelistas se
les pidi6 que después de cada muestra se enjuagaran con un sorbo y esperaran
aproximadamente 30 segundos antes de continuar con la siguiente muestra. El

formato de evaluacion sensorial utilizado se presenta en la Figura 15.

Referente a los riesgos, esta investigacion se consideré sin riesgo debido a
gue para prevenir los riesgos microbiolégicos las muestras fueron sometidas a
analisis previos que garantizaron la seguridad de los participantes, ademas a las
muestras se les aplico un tratamiento de desinfeccion con cloro (150 ppm) previo a

la evaluacion.

Definiendo la variable aleatoria T como el tiempo de almacenamiento en el
cual el consumidor rechazard la muestra, la funcion de sobrevivencia S(t) es
definida como la probabilidad de que un consumidor acepte la muestra después
del tiempo t, S(t)=P(T > t), alternativamente la funcion de distribucion F(t) es
definida como la probabilidad de que un consumidor rechace la muestra antes del
tiempo t, F(t)=P(T< t); debido a que los consumidores evaltan un nimero limitado
de muestras a diferentes tiempos de almacenamiento, el tiempo exacto en el que
el consumidor rechazara el producto puede no ser determinado con exactitud,

resultando en datos censurados. Tres tipos de datos censurados pueden ser
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percibidos: si el consumidor rechaza la muestra el primer dia de almacenamiento
(T<t1), la vida de anaquel para ese consumidor no puede ser determinada debido
a que es menor al primer dia, a estos datos se les denomina datos censurados a
la izquierda. Por otro lado si el consumidor acepta la muestra al tiempo de
almacenamiento t2 y la rechaza al tiempo t3, el tiempo en el que rechaza el
producto se encuentra entre t3 y t2, a estos datos se les denomina datos
censurados en intervalos, finalmente si el consumidor acepta todas las muestras la
vida de anaquel del producto es mas larga que el Ultimo tiempo de
almacenamiento evaluado y los datos se consideran censurados a la derecha
(Giménez, et al., 2012).

PRUEEA SENSORIAL DE FRAMBUESA
Edad: Mombre: Sexo: Fecha:

Frente a usted se encuentran 4 muestras codificadas de frambuesa, de acuerdo a los atributos sensoriales de las muestras
presentadas (color, aroma, sabor y firmeza al tacto), las cuales deberdn evaluar una a la vez, marque con una X su juicio sobre cada
una. Entre cada muestra recuerde enjuagar con agua. Al finalizar contestar la pregunta que se encuentra al final de este formato.

ku

MUESTRAS
ESCALA Color Aroma Sabor Firmeza al tacto
126 | 419 | 6594 (382 | 126 | 419 | 504 | 382 125 | 419 | 524 [ 362 [ 125 ( 419 | B84 [&32

WMz gusta
muchisima
WMe gusta mucho

WMegusta
moderadaments
Me gusta un
poCco

WMe gusta muy
poco

Wz &5 indifzrante

Mz disgusts un

poco

WMz disgusts
muchisima

i Consumiria reqularmente este producta? Comentarios:

Muestra Respuesta (i / no)

Eg {GRACIAS POR PARTICIPAR!
BBd4

382

Figura 14. Formato para la prueba de vida de anaquel sensorial de frambuesa

Para estimar la funcion de sobrevivencia fue utilizada la funcion de probabilidad,

dada por:

L =TITIS, S T TTi=1 (1 = SG) (1 = SW@))- =1 (S — () (1
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donde:
R= conjunto de observaciones censuradas a la derecha
L= observaciones censuradas a la izquierda
I= observaciones censuradas en intervalos
En el presente trabajo el modelo paramétrico de distribucion de Weibull fue
utilizado para obtener estimaciones precisas de la funcion de probabilidad (1),

donde la funcion esta dada por:

F(t)=1—exp l—exp (@)l (2)

donde:
u'y o =parametros del modelo

La funcién de verosimilitud (1) se maximiza y de esta manera se obtuvieron
estimaciones de los parametros u y o con los datos experimentales, lo anterior
mediante el paquete estadistico R. Una vez estimados los parametros del modelo
se estimo la probabilidad de rechazo del producto en funcién del tiempo de vida de
anaquel. Finalmente para estimar la vida de anaquel, la probabilidad de que un
consumidor rechace el producto F(t) fue definida considerando el 25% de rechazo
(F(t)=25%) (Giménez et al., 2007; Hough, 2010).

4.6 Determinacion del perfil de compuestos fendlicos
4.6.1 Extraccion de compuestos fendlicos

La extraccion de los compuestos fendlicos de frambuesa se llevd a cabo
siguiendo la metodologia propuesta por Kim et al., (2015) con modificaciones: 5 ¢
de polvo de frambuesa congelado se diluyeron con 20 mL de metanol acidificado
(acido férmico: metanol: agua desionizada, 0.1:80:19.9, v/v/v), la muestra se
homogeniz6 por 1 min en un Ultra Turrax (T-25) y se coloc6 en agitacion por 1
hora a temperatura ambiente en una placa agitadora (Thermo Scientific),
posteriormente el extracto se centrifugd en un equipo marca Hermle (Z326K) con
las siguientes condiciones: 13,500 rpm / 10 min / 4°C. El sobrenadante se filtro y al
precipitado se le realizO una segunda extraccion con 20 mL de metanol

acidificado, una agitacion posterior en vortex (Daigger Genie 2) por 1 min y una
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centrifugacion a las mismas condiciones mencionadas anteriormente, el
sobrenadante se filtr6 y se combiné con el de la primera extraccion para ser
llevado a concentraciéon hasta 3 mL en un rotavapor (Buchi R-205) a 40°C de

temperatura. El extracto se almacené a -20°C hasta el momento de los analisis.

4.6.2 Cuantificacion de compuestos fenélicos totales

Para la determinacion de fenoles totales se utilizé el método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu basado en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu con coloracion amarilla contiene
molibdato y tungsteno sédico, que al reaccionar con cualquier tipo de fenol forman
complejos fosfomolibdicos-fosfotungsticos, la transferencia de electrones a pH
basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos, cromogenos
de color azul intenso de tungsteno (WgOy3) y molibdeno (MogO,3) cuyo color es
proporcional al numero de grupos hidroxilo de la molécula. La intensidad de color
se mide espectrofotométricamente a 765 nm (Dewanto et al., 2002).

Para la determinacion se siguié el método descrito por Mazur et al. (2014)
en donde a 50 pL de extracto fendlico se le adicionaron 25 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:10 v/v), la muestra se incubd durante 5 minutos y transcurrido este
tiempo se agregaron 125 ul de una solucién saturada de carbonato de sodio al
7.5%. La solucién se dej6 reposar durante 60 min a temperatura ambiente y en la
oscuridad y la absorbancia se determiné en un lector de microplacas (Bio-Rad
iMark) a 750 nm.

Los resultados se determinaron utilizando una curva estandar realizada con
8 diferentes concentraciones de &cido galico desde 0-500 mg/L de &cido galico y
los resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido galico por 100 g
de peso fresco (PF) (mg EAG/100 g de PF.).

4.6.3 Cuantificacion de antocianinas monomericas totales

El contenido de antocianinas monoméricas totales (TMA) fue determinado
por el método de pH diferencial. Las antocianinas pueden estar presentes en
diferentes estructuras reversibles y tener cambios en sus espectros de absorcion

cambiando el pH de la solucién, la forma colorida oxonio predomina a pH 1.0,
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mientras que la forma incolora hemiacetal lo hace a pH 4.5. El método de pH
diferencial se basa en dicha reaccién y permite una medicién rapida y precisa de
las antocianinas totales aun en presencia del pigmento degradado polimerizado o

en presencia de cualquier otro compuesto interferente (Giusti, M. Wrolstad, 2005).

A 1 ml del extracto fenolico se le afadieron 5 ml de buffer de cloruro de
potasio 0.025 M a pH 1 ajustado con acido clorhidrico (HCI). De igual forma a 1 ml
del extracto se le adicion6 5 ml de buffer de acetato de sodio 0.4 M a pH 4.5
ajustado con HCI. Las muestras diluidas fueron equilibradas en la oscuridad y a
temperatura ambiente por 15 min. Mediante un espectrofotdmetro Lambda 40 UV-
visible (Perkin Elmer Instruments) se determiné la absorbancia de las muestras a
520 nm (absorbancia méaxima) y a 700 nm (lectura del grado de degradacion del
compuesto y lectura de correccion debido a las sustancias interferentes), se utilizd
agua destilada como blanco. Los resultados fueron expresados como equivalentes
de ciaidina-3-glucésido por 100 g de peso fresco usando el coeficiente de
extincion molar, ¢ = 29,600 L cm™ mol™ unidades moleculares de cianidina 3-
glucosido (PM= 445.2 g/mol), de acuerdo a la siguiente ecuacion (De Souza et al.,
2014):

Abs X PM x 1000 X Ve X FD] _mg eq cianidina — 3 — glu

=TMA
e XLxM /100gdepf.

Donde:

Abs = (As10 — A700)pH 1 - (As10 — A700)pH 4.5

PM = Peso molecular de cianidin-3-glucésido (g mol™)
FD = Factor de dilucion

£ = 29,600 (L cm™ mol™)

L = Ancho de la celda (1 cm)

Ve= volumen del extracto

M=masa del extracto de frambuesa
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4.6.4 Analisis del perfil de compuestos fendélicos por HPLC-DAD

El andlisis del perfil de compuestos fendlicos se realizé segun lo reportado
por Mazur et al., (2014) y con el método desarrollado en nuestro laboratorio. Los
compuestos se separaron utilizando un sistema HPLC (Water Alliance 2695 con
detector de arreglo de diodos Water 2998). Para la integracién de picos se recurrié
al software Empower 3 de la marca Waters Se utiliz6 una columna Simmetry C18
fase reversa (100 x 4.6mm) con una fase movil compuesta por: solvente A (agua
HPLC acidificada con acido formico al 0.1%) y solvente B (acetonitrilo grado
HPLC). La elucion se llevo a cabo con las condiciones descritas en el Cuadro 13.
El fluio se mantuvo a 0.5 mL/min y se inyectaron 30 pl del extracto fendlico
concentrado previamente filtrado con un filtro de jeringa de 0.4 um de diametro de
poro. La temperatura de la columna se mantuvo a 35 °C y la muestra a 8°C
durante todo el analisis Las antocianinas se detectaron a 520 y fueron
identificadas mediante la comparacion del tiempo de retencion y los datos
espectrales UV-Vis obtenidos por la inyeccion previa del estandar certificado de la
antocianina cianidina-3 glucésido de la marca SIGMA, el contenido es expresado
como mg equivalentes de cianidina 3-glucésido sobre 100 gramos de peso fresco
(mg eq cianidina3-glu/ 100 g de PF), la curva estandar se construy6 a partir de una
solucion stock (Img/mL) en metanol (Koponen et al., 2007; Salinas-Moreno et al.,
2009).

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 98 2
40 80 20
50 0 100
55 98 2
60 98 2

Cuadro 13. Gradiente de separacion de compuestos fenolicos por HPLC

4.6.5 Cuantificacion de acido elagico por HPLC-DAD
El contenido de elagitaninos fue determinado como equivalentes de &cido
elagico después de hidrolisis acida mediante un método modificado por Koponen

50




et al., (2007). Para la hidrélisis se requiere de la preparacion de un extracto
independiente que se llevo a cabo de acuerdo con la siguiente metodologia: 5 g de
muestra fresca fueron diluidos con 50 mL de metanol acidificado (HCI 4M) y la
solucion se llevé a reflujo por 6 h a 90°C, posterior a la hidrolisis la muestra fue
enfriada a temperatura ambiente y llevada a un volumen de 100 mL con metanol.
El andlisis por HPLC se llevo a cabo con las mismas condiciones descritas para la
determinacion de compuestos fendlicos; el acido elagico y sus derivados fueron
detectados a 254 nm y cuantificados como equivalentes de acido elagico mediante
un esténdar certificado del mismo por medio de su tiempo de retencién y su
espectro UV- Vis. La solucién stock del estandar de &cido elagico (1mg/mL) se
preparé disolviendo el estandar en una parte de dimetil sulféxido seguido por
cuatro partes de metanol, de la solucidén stock se realizaron diluciones para la
curva de calibracion de 0 a 0.5 mg /mL, todas las soluciones fueron preparadas en

el momento del andlisis.

4.6.6 Cuantificacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (cCAOX) fue estimada por dos procedimientos
estandares: el ensayo ABTS y DPPH Los extractos utilizados para los ensayos
fueron los extractos fendlicos previamente descritos, todos los ensayos se llevaron

a cabo utilizando un lector de microplacas (Bio-Rad iMark).

4.6.6.1 ABTS

El ensayo ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfénico) esta
basado en la inhibicién del radical cation ABTS®" por medio de antioxidantes
presentes en la muestra y fue descrito primeramente por Re et al., (1999). La
técnica para la generacion del radical cation ABTS®* implica la produccion directa
del croméforo verde-azul a través de la reaccion entre ABTS y el persulfato de
potasio (K;S,0g). Este cromoéforo presenta tres maximos de absorcién, 645 nm,
734 nm y 815 nm. La adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce
a ABTS. De esta manera, el grado de decoloracibn como porcentaje de inhibicion
del radical ABTS®*" esta determinado en funciéon de la concentracion y el tiempo,
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asi como del valor correspondiente usando el reactivo Trolox como estandar de

referencia antioxidante bajo las mismas condiciones (Zulueta et al.,2009).

El radical catibn ABTS®" fue generado por la reaccion de 5 mL de la
solucion acuosa de ABTS 7mM con 80uL de persulfato de potasio 140 mM (la
concentracion final de 2.45 mM), la dilucion se mantuvo en la oscuridad durante 16
hrs antes del andlisis para después ser diluida en metanol y obtener una
absorbancia de 0.7£0.05 a 750 nm. La reaccion se llevo a cabo al mezclar 230 pL
de la solucion verde-azul del radical generado en la oscuridad con 20 pL del
extracto fendlico o del estandar de referencia (Trolox). El decremento en la
absorbancia fue medido después de 6 min a 750 nm. Soluciones metandlicas de
concentracion conocida del estandar de referencia en un rango de 25-200 pM
fueron utilizadas para la curva de calibracidén. Los resultados fueron expresados
como micromoles equivalentes de Trolox (TEs) por 100 g de peso fresco (umoles
TEs/ 100 g de PF) (De Souza et al., 2014).

4.6.6.2 DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un
radical libre estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado en su
estructura, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria
de los radicales libres. La deslocalizacion del electrén también intensifica el color
violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol alrededor de los 517
nm. Cuando la soluciébn de DPPH® reacciona con el sustrato antioxidante que
puede donar un atomo de hidrégeno, se da lugar a la forma reducida del radical
con la pérdida subsecuente del color violeta caracteristico (Figura 15) (Alam et al.,
2013).

La metodologia empleada fue la descrita por De Souza et al., (2014), la
solucién de DPPH® (600 mM) sera diluida en metanol para obtener una
absorbancia de 0.1 + 0.02 a 520 nm, 200 pL de la solucién del radical DPPH® se
hicieron reaccionar con 20 pL del extracto fendlico, después de 30 min de
incubacion en la obscuridad y a temperatura ambiente la absorbancia fue medida

a 520 nm. Soluciones metandlicas de concentracion conocida del estandar de
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referencia Trolox en un rango de 25-150 uM fueron utilizadas para la curva de
calibracion (De Souza et al., 2014).

NO, NO,
OzN N—N + AH ——— = O;N N—N + A
NO: \© NO, \©

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)

1,1-dife nil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarillo

Figura 15. Estructura de DPPH antes y después de la reaccién con el compuesto
antioxidante (Alam et al., 2013).

Los resultados fueron expresados como uM equivalentes de Trolox / 100 g
de peso fresco. Este valor se calcul6 graficando el porcentaje de la actividad
inhibitoria del radical contra la concentracién del extracto. La actividad inhibitoria
del radical DPPH (RAS por sus siglas en inglés) se obtuvo comparando la
absorbancia de las muestras con la del control de acuerdo a la siguiente formula
(Memarpoor-Yazdi, Asoodeh, & Chamani, 2012):

(Acontrol - Amuestra)

%RSA = x 100

Acontrol

Este valor se compar6 con el obtenido mediante la curva de calibracion.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.7 Seleccion de la AC 6ptima

4.7.1 Cambios en los pardmetros de color

Los resultados de los pardmetros de color de la primera etapa del estudio se
presentan en el Cuadro 14 para los tres tratamientos evaluados en las variedades
F16 y F24 durante los dias 0,6 y 14 de almacenamiento. La luminosidad (L*) de
los frutos para la variedad F24 al final del almacenamiento no mostré diferencias
significativas entre las dos atmdésferas evaluadas y el control en aire. No obstante,
la variedad F16 si mostro diferencias significativas con respecto al control, 34.6,

34.2 para AC1 y AC2 respectivamente y 29.0 para el control. Para el valor a* la
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variedad F24 no mostro diferencia significativa entre las dos atmdsferas
estudiadas y el control en aire mientras que en la variedad F16 si se encontraron
diferencias entre ambas atmosferas y el control. Respecto al angulo hue o matiz
de color, en ambas variedades para el dia 14 no se observaron diferencias entre la
AC1 y la AC2 pero si con respecto al control en aire, los valores obtenidos fueron
27.1 para F16, 25.6 para F24 en AC1, 26.6 para F16, 26.0 para F24 en AC2y 21.0

para F16, 21.2 para F24 en aire respectivamente.

Cuadro 14. Cambios en el color objetivo (L*,a*,h*,C*) de frutos de frambuesa roja
cv. F16 y F24 sometidos a diferentes condiciones de AC (Control en aire, AC1
(10% O, + 15% CO,) y AC2 (10% O, + 10% CO,) durante 14 dias de
almacenamiento a 1°C.

AC1 AC2
Color Variedad Dias (10% O, + 15% (10% O, + 10%
COy) COy)
L* F16 0 37.9 + 0.9aA 35.4 + 3.7aA 37.8 + 0.6aA
6 32.5+ 1.1cdA 32.98 + 1.0aA 31.0 + 2.6abA
14 29.0 + 0.2dC 34.6 +0.7aA 34.2 + 0.6bA
F24 0 37.1 + 2.4abA 34.9+3.3aA 37.7 + 0.4aA
6 33.7 + 2.0bcA 32.3+1.8aA 32.2+2.4bA
14 29.1 + 0.6dA 32.4+0.9aA 32.5+ 2.5bA
ar F16 0 37.3+1.2aA 37.2 + 3.2abA 38.4 + 1.9aA
6 36.9 + 2.5aA 38.2 + 1.4aA 36.0 + 2.5aA
14  29.9 +0.6bcB 37.7 +0.1aA 38.2 +1.1aA
F24 0 37.1+0.9aA 36.1 + 2.0abA 37.7 £ 0.5aA
6 33.7 + 2.0abA 32.3+ 1.8bA 32.2 + 2.4aA
14 29.1 + 0.6cA 32.4 + 0.9bA 32.5+ 2.5aA
Hue (h*) F16 0 29.6 + 0.2aA 28.3 + 1.5aA 30.8+ 1.1aA
6 25.5 + 1.3bA 26.8 + 0.9aA 27.0 + 1.9abcA
14 21.0+0.6cC 27.1+ 0.6aA 26.6 + 0.7abcA
F24 0 30.2 + 0.8aA 28.3 + 2.0aA 30.7 + 1.1abA
6 27.0 + 1.5bA 26.9 + 2.8aA 25.8 + 2.2cA
14 21.2 +0.3cB 25.6 + 1.2aA 26.0 + 2.6bcA
Chroma F16 0 42.9 +1.3aA 42.3 + 4.2aA 44.7 + 2.1aA
(C¥ 6 40.84 + 3.3aA 42.9 +1.8aA 40.4 + 3.4aA
14 32.0+0.8bC 42.2 + 0.2aA 42.7 + 1.5aA
F24 0 42.9 + 1.5aA 41.0 + 3.0aA 43.9 + 0.7aA
6 43.40 + 3.1aA 40.0 + 2.8aA 40.5 + 4.4aA
14 31.8+2.0bB 39.8 + 1.5aA 40.0 + 4.9aA

Medias *+ DE (n=3).Valores en la misma columna seguidos por letras minusculas diferentes y en la
misma fila con letras mayulsculas diferentes presentan diferencias estadisticas significativas de

acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05).
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Valores més altos del &ngulo hue indican colores mas cercanos al amarillo y
mas alejados del rojo, lo que sugiere frutos con menor avance en la senescencia.
En cuanto a chroma (C*) que es un indicador de la saturacién del color, ambas
variedades en el dia 14 de almacenamiento no mostraron diferencias entre las dos
atmosferas pero si con respecto al control en aire, se obtuvieron valores de 42.2
para F16, 39.8 para F24 en AC1, 42.7 para F16, 40.0 para F24 en AC2 y 32.0
para F16, 31.8 para F24 en el control en aire. Los valores mas altos de L*, hue y
chroma en ambas condiciones de atmodsfera indican colores mas vivos y mas
cercanos al matiz. De acuerdo con estos resultados de color, fue posible observar
que ambas AC aplicadas mantuvieron un mejor color respecto de la condicion de
aire, aunque no se encontraron diferencias entre las dos condiciones de AC
estudiadas. No obstante, es evidente que ambas AC presentaron mejores
resultados durante el almacenamiento con respecto al control en aire, con frutos
menos rojos lo que indica menor senescencia y con colores mas vivos y

luminosos.

4.7.2 Pérdida de peso

Después de 14 dias de almacenamiento existié un un claro efecto positivo
de las atmdésferas controladas para el control de la pérdida de peso. Los frutos
almacenados en aire mostraron mayores pérdidas de peso respecto a las dos
atmosferas estudiadas (Figura 16). Al final del almacenamiento en aire la variedad
F16 mostré una menor pérdida de peso respecto a la variedad F24 (12.6 y 14.3%
respectivamente). Se observé efecto de la variedad en ambas atmosferas, la
variedad F16 presento las menores pérdidas de peso (1.63 en AC1 y 4.36% en
AC2 respectivamente).mientras que la variedad F24 metro mayor pérdidas de
peso (3.48 para ACl y 7.08% en AC2 respectivamente). Estos resultados
claramente muestran que la atmaosfera controlada que mejor controlo la pérdida de
peso fue la AC1 (10% O, + 15% CO;) en ambas variedades, a pesar que la
variedad F24 tiende a tener mayores pérdidas de peso. Es importante mencionar
gue una menor pérdida de peso en los frutos es deseable puesto que es un
indicativo de mayor turgencia de los frutos y posiblemente una mejor calidad

comercial de los mismos.

55



18 A

16 4 ——e—— F16-ACL

— =0 ==  F24-AC1
14 - v F16-AC2 % a
N F24-AC2 P -
12 - —— 1 6-Alre g a
— ] — F24-Aire ~
10 1
o
o 8-
X b
6 -
b
4 c
27 c
0 -
'2 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de almacenamiento (DA)

Figura 16. Porcentaje de pérdida de peso (%pp) de frutos de frambuesa roja cv.
F16 y F24 almacenados en diferentes condiciones de atmdsfera (Control en aire,
AC1 (10% O, + 15% CO,) y AC2 (10% O, + 10% CO,) durante 14 dias de
almacenamiento a 1°C.

4.7.3 Cambios en la firmeza

Los resultados de la evaluacion de firmeza se presentan en la Figura 17, la
variedad F16 se presenta con lineas sélidas y la F24 con lineas punteadas, al final
del almacenamiento (dia 14) la mayor pérdida de firmeza la presentaron los frutos
almacenados en aire donde la variedad F16 presenté una mayor firmeza (1.85 N)
que la variedad F24 (1.76 N). A pesar de no encontrase diferencias significativas
entre las dos condiciones de AC, la media de firmeza en el dia 14 para AC1 es
mayor en ambas variedades respecto a AC2: 3.85, 3.58 N y 3.41, 2.84 N,
respectivamente. El mantener la firmeza en los frutos es deseable debido a que
este factor es uno de los parametros de calidad méas importantes asociados con el
potencial de almacenamiento y la vida de anaquel de los frutos. A pesar que en el
mantenimiento de la firmeza no fue posible diferenciar de manera clara cual de las

dos condiciones de atmésfera controlada fue mas favorable para los frutos de
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frambuesa de ambas variedades, ambas condiciones de AC mantienen la firmeza
de los frutos con respecto al control en aire.
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Figura 17. Firmeza (N) de frutos de frambuesa roja cv. F16 y F24 sometidos a
diferentes condiciones de atmésfera (Control en aire, AC1 (10% O, + 15% CO,) y
AC2 (10% O, + 10% COy) durante 14 dias de almacenamiento a 1°C.

4.7.4 Analisis de componentes principales

Con el objetivo de explorar las relaciones potenciales entre las variedades
evaluadas y las variables que determinan el potencial de almacenamiento y la vida
de anaquel del fruto y como herramienta de apoyo para seleccionar la mejor
condicién de AC en frambuesa de ambas variedades, se llevo a cabo un analisis
de componentes principales (Figural8). El analisis se redujo a dos dimensiones en
donde los dos primeros componentes acumulan el 98% de la varianza, por lo
anterior se logré una reduccion de las variables con interpretabilidad. En el primer
componente se concentraron la mayoria de los datos con un 94-56% de la
variabilidad, por lo cual la ubicacion de los tratamientos en este componente
resulta de mayor relevancia, en el mismo se observo una correlacion negativa de

la pérdida de peso (pp) con la firmeza (firm) (-0.86) lo que implica que a mayor
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pc2 (3.61)

pérdida de peso de los frutos, menor firmeza. De la misma forma se observé que
la pérdida de peso se correlacioné de manera negativa con parametros del color
objetivo como hue (-0.77) y L* (-0.68), lo anterior indica que entre mayor sea la
pérdida de peso, la luminosidad de los frutos disminuye y los colores de estos se

vuelven mas rojos (estado de senescencia mas avanzado).
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F16AC2
| | | | | |
04 0.2 0.0 02 04 06
PC1 (94.56)
L* a* %pp Firmeza HUE c*

L* 1.0000 0.7912  -0.6847 0.7362 0.9466 0.9229
a* 0.7912 1.0000 -0.5201 0.5701 0.7663 0.8277
%pp -0.6847  -0.5201 1.0000 -0.8637 -0.7715  -0.5543
Firmeza 0.7362 0.5701  -0.8637 1.0000 0.8170 0.6445
HUE 0.9466 0.7663 -0.7715 0.8170 1.0000 0.9031
c* 0.9229 0.8277  -0.5543 0.6445 0.9031 1.0000

Figura 18. Andlisis de componentes principales y correlaciones entre variables
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Los tratamientos para cada variedad formaron 3 grupos en donde el tratamiento
control en aire para ambas variedades al encontrarse mas hacia la derecha en el
componente 1 presentd valores mayores de pérdida de peso y menores de
firmeza, de L*, hue y C*lo que indica frutos mas opacos, menos luminosos y mas
rojos. El siguiente grupo lo formé la variedad F16 donde la AC1 (en rosa) presentd
al encontrase mas hacia la izquierda del primer componente valores menores de
pérdida de peso y mayores de firmeza, L*, hue y C* respecto a la AC2 (en verde)
lo que indica frutos mas firmes, con menor pérdida de peso y con colores mas
vivos, luminosos y menos rojos. La misma tendencia favorable hacia AC1 de la
variedad F16 se observo para el tercer grupo que lo conformé la variedad F24,
cabe destacar que la variedad F16 presentd valores mas altos de firmeza y frutos
con colores mas vivos en comparacion a F24, lo anterior se aprecia en el
tratamiento control en aire. Por lo anterior, y de acuerdo con lo reportado por
Haffner et al. (2002) en donde esta concentracion de atmosfera controlada
aplicada en 5 variedades de frambuesa roja disminuyé la incidencia de
pudriciones, se sugiere que independientemente de la variedad, la AC1 (15% CO,
+ 10%0,) mantiene mejor las caracteristicas de calidad de las frambuesa roja y
por ello es la atmdsfera que se seleccion6 para evaluar la siguiente etapa.

4.8 Evaluar el efecto de diferentes tiempos de exposicion a AC

La propuesta de los tiempos cortos de exposicién en AC a evaluar para la
frambuesa se llevo a cabo mediante el analisis de la tasa de respiracion de frutos
de frambuesa variedad Evita a 1°C durante 10 dias de almacenamiento (Figura
19). Se defini6 un primer tiempo de exposicion durante los primeros 3 dias de
almacenamiento, al que se denomin6 temprano, lo anterior debido a que es el
momento en que el fruto comienza su adaptacion a las condiciones de
almacenamiento. Un tiempo de exposicién del dia 4 al 6 de almacenamiento al
gue se denomino intermedio debido a que en este punto como se puede apreciar
en la Figura 19 comienza a incrementar la tasa de respiracion del fruto, esto como
un indicativo de que las reacciones relacionadas con la senescencia del fruto han
incrementado, por lo que la aplicacion de AC en este punto podria retrasar la

senescencia del fruto y alargar su vida util.
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Una vez definidos los momentos de exposicion a evaluar con la condicion
de AC seleccionada en la primera etapa (10%0, + 15% CO,) se evaluaron los
tiempos cortos de exposicion (temprano e intermedio) en los parametros
fisiolégicos (color objetivo, pérdida de peso, firmeza, tasa de respiracion),
fisicoquimicos (solidos solubles totales y acidez titulable), en la vida de anaquel
sensorial y en los pardmetros fitoquimicos (fenoles totales, antocianinas

monomericas totales, capacidad antioxidante y perfil de compuestos fendlicos.
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Figura 19. Tasa de respiracion de frambuesa cv. Evita sin AC durante 10 dias de

almacenamiento a 1°C

4.8.1 Analisis fisioldgicos y fisicoquimicos

En el Cuadro 15 se muestran los resultados del color objetivo, de sélidos
solubles totales (SST) y acidez titulable (AT) de frutos de frambuesa de la variedad
Adelita sometidos a los diferentes tratamientos de AC durante los 14 dias de
almacenamiento, cabe destacar que este es el primer analisis que se lleva a cabo
en esta variedad por lo cual se realizaran comparaciones con trabajos en otras
variedades que no se cultivan en México.

Para el parametro de luminosidad (L*) en el dia 14 el control en aire y el
tratamiento intermedio no presentaron diferencias estadisticas significativas entre

si presentando los valores mas bajos de luminosidad seguido de los tratamientos
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temprano (32.8) y continuo con el valor mas alto de luminosidad (35.0). Para hue
el tratamiento temprano e intermedio no presentaron diferencia comparados con el
control, mientras que el tratamiento continuo presenté el valor mas alto (29.6). Se
ha descrito que valores altos del parametro hue son indicativo de frutos con
colores més amarillos y menos rojos lo que podria interpretarse como frutos con
un estado de senescencia retardado. Para chroma el tratamiento temprano es
igual al almacenamiento continuo con valores mas altos, 36.2 y 39.0,
respectivamente lo que implica colores mas cercanos al color puro o frutos con
colores mas vivos. Por lo anterior, de acuerdo a los pardmetros de color los
mejores resultados se obtuvieron con la exposicion temprana a AC. Cabe destacar
qgue el almacenamiento en AC continua mantuvo los parametros sin cambio a lo
largo del almacenamiento. Lo anterior ya ha sido reportado en frambuesa por
Haffner et al. (2002) para 5 variedades de frambuesa roja almacenadas en AC
(10%0, + 15% CO,) por 7 dias en donde observaron que el parametro de
luminosidad (L*) fue mayor después del almacenamiento en la AC con respecto al
control y los valores fueron estadisticamente similares a los que presentaron los
frutos al inicio del almacenamiento. En cuanto al valor hue no se presentd
diferencia significativa del tratamiento de AC con respecto al control en aire, no
obstante, para chroma se observo diferencia significativa presentando el
tratamiento con AC un valor mas alto respecto al control, 24.8 y 22.0,
respectivamente. Lo anterior indica que los frutos en AC presentaron colores mas

vivos y luminosos al igual que en nuestro estudio.

En cuanto a los sélidos solubles totales (SST) el tratamiento de AC continuo
presentd diferencias respecto al tratamiento temprano, este ultimo fue el que
presentd el valor mas alto (6.7%), lo que implica frutos con un estado de
senescencia mas avanzado. Para el pardmetro de acidez titulable (AT) no se
observaron diferencias entre los tratamientos y el control, lo que concuerda con lo
reportado por Haffner et al. (2002) quienes reportan que el almacenamiento en AC
(10%0, + 15%CO,) no provocd cambios en la AT de los frutos a lo largo del

almacenamiento.
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Cuadro 15. Color objetivo (L*, h*, C*), SST y AT de frutos de frambuesa roja cv.
Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de exposicion: Control en aire (14
DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y Continuo (1-14 DA) en

L*

Hue (h*)

Chroma (C*)

SST (°Brix)

AT (% éacido
citrico)

owo Rowo [Ro wo

Rowo

o wo

14

33.5+ 2.6aA
33.7 + 2.1aA

31.7 £ 1.8aA
29.7 £ 0.4aC

28.3+1.3aA
27.9 £ 0.8aA
25.9+ 2.1aAB
24.8 + 0.9aB

38,5+ 2.1aA
38.3 £ 2.3aA
35.9 + 3.6aAB

31.6 +2.2aC

5.2 +0.1aA
5.0+ 0.1aA
6.0 + 1.0aA
6.1 £+ 0.1aAB

1.8+0.1aB
2.0 £ 0.0aA
2.1+0.1aA
2.1+ 0.3aAB

30.7 + 2.3aA
30.3 + 2.6aA

30.2 £ 1.5aA
32.8 £ 0aB

26.2 £ 2.58A
25.3 £ 2.2aA
24.2+0.3aB
26.6 + 0.8aB

33.8 £ 1.9aA
34.1+2.2aA
33.7+1.2aB

36.2 + 0.7aAB

5.3 £0.1bA
5.0 £ 0.1bA
5.1+ 0.2bA
6.7 £ 0.6aA

1.8+0.1bB
1.9+ 0.2bA
2.1 + 0.2abA
2.6 £ 0.0aA

almacenamiento a 1°C

33.2+0.8aA
31.0 + 0.4bA

30.3 + 0.6bA
29.6 + 0.9bC

27.4 £ 0.58A
26.2 + 0.5abA
25.0 + 0.9abAB

24.2 £ 1.4bB

38.2+0.7aA
34.7 £ 1.6bA
35.0 + 0.8abAB

32.2+1.7bBC

5.1+0.2aA
5.3+ 0.6aA
5.1+0.1aA
5.8 + 0.5aAB

2.1+0.1aA
1.8+0.2aA
1.8+0.1aA
2.0+0.1aB

Continuo

(10%0,+15%CO,)

34.0 + 3.5aA
33.0 + 6.2aA

34.5 + 2.8aA
35.0 £ 1.0aA

28.2 £ 3.4aA
28.7 £ 5.0aA
28.6 £ 1.7aA
29.6 + 0.9aA

37.3 £ 2.8aA
35.5+2.5aA
39.8 £ 1.7aA

39.0 + 0.9aA

5.3+ 0.2aA
5.1 +0.6aA
5.1+0.3aA
5.0+ 0.2aB

1.7+0.1aB
2.2+0.3aA
2.0+ 0.4aA
2.2+ 0.2aAB

Medias *+ DE (n=3).Valores en la misma columna seguidos por letras minasculas diferentes y en la
misma fila con letras mayulsculas diferentes presentan diferencias estadisticas significativas de

acuerdo a la prueba de Tukey (0=0.05).

4.8.2 Cambios en latasa de respiracién

En la Figura 20 se puede observar la tasa de respiracion de los frutos de

cada tratamiento durante el tiempo de almacenamiento. En el dia 3 los

tratamientos temprano y continuo presentaron una mayor tasa de respiracion, 26 y

24.5 mL de CO, kg™ h™ respecto al tratamiento intermedio y control, 7.8 y 6.8 mL

de CO, kg™ h™, respectivamente. Lo anterior se confirma en el dia 6 en donde el

tratamiento intermedio presenté una tasa de respracion de 28.8 mL de CO, kg™ h-

'mientras que el temprano que ya no se encontraba almacenado en AC se
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estabilizéd con una tasa de respiracion de 9.8 mL de CO, kg™ h™*, presentando un
valor mas cercano al del control con 12.2 mL de CO, kg™ h™.

Al final del almacenamiento (dia 14) no se presentaron diferencias entre el
tratamiento temprano y el intermedio, no obstante, ambos son diferentes al
tratamiento control presentando una menor tasa de respiracion 14.8 y 15.5
respecto al conotrol con 17.5 mL de CO, kg™ h™, la tasa de respracién més alta al
final del almacenamiento la presentd el tratamiento continuo con 35.7 mL de CO,
kg' h™. Lo anterior concuerda a lo reportado por Alamar et al. (2017) quienes
evaluaron fresa expuesta a AC en tiempos de exposicion de temprano e
intermedio, los autores reportaron incrementos transitorios en la tasa de
respiracion de los frutos mantenidos a AC para después de la transferencia a una
atmosfera de aire decrecer a niveles similares al control. No obstante, estos
autores si reportaron diferencias entre los tiempos de exposicién a AC en donde el
tratamiento intermedio presenté una menor tasa de respiracion al final del

almacenamiento.

40

—@— Temprano
35 - =O=="|ntermedio %
v Continuo

A Aire
30

>

25

20 A

mL CO,/kg.h

15 ~

10 A

O T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias de almacenamiento (DA)

63



Figura 20. Tasa de respiracién (produccion de CO, en mL de CO, kg™* h™) de
frutos de frambuesa cv. Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de
exposicion: Control en aire (14 DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y
Continuo (1-14 DA) en almacenamiento a 1°C.

Los autores sugieren que estos incrementos en la tasa de respiracion de los frutos
gue salen de las condiciones de AC se deben al estrés fisioldgico al que estan
sometidos los frutos en este ambiente. No obstante, se ha sugerido que en
realidad lo que puede estar sucediendo es que los gases que de acuerdo a la ley
de Henry difunden mejor al ser mas solubles en los liquidos a bajas temperaturas
(Mohebbi et al., 2012) y al encontarse una mayor concentracion de CO, en las
cabinas de AC (15%) en relacion a la encontrada en el aire (0.003%), ademas de
que la frambuesa contiene alrededor del 85% de agua y al estar almacenada a
condiciones de baja temperatura (0-2°C),es esperarse que el CO, migre hacia el
interior de las células vegetales de manera mas eficiente y que en el momento en
gue se incuban los frutos en condiciones ambientales para la medicion de la tasa
de respiracion, el CO, acumulado en el fruto difunda al exterior por diferencia de
concentracion y ésta sea la razén de que en el espacio de cabeza se acumule
mayor concentracion de CO, en los tratamientos en AC en comparacin al
tratamiento control en aire donde la concentracion de CO, en el espacio de
cabeza es propiamente la del aire que ingresé al recipiente y la generada por la
respiracion del fruto.

Haffner et al. (2002) después de mantener frutos de frambuesa roja por 7
dias en AC (10%0, + 15%CO,) observaron una menor tasa de respiracion
respecto al control, esta discrepancia con los resultados del presente trabajo se
debe posiblemente a que estos investigadores midieron la tasa de respiraciéon
después de 1 hora de incubacion a condiciones ambientales, mientras que en el
presente estudio la tasa de respiracion se midio después de 3 horas de incubacion
en frio (2°C), esta diferencia de tiempo y temperatura entre ambos estudios es la
qgue pudo ocasionar que en el estudio de Haffner et al. (2002) se presentara una
menor acumulacion de CO; en el espacio de cabeza y por ende una menor tasa

de respiracion en frutos almacenados en AC con respecto al control, lo anterior por
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una menor difusion de CO, del fruto al ambiente debido a que a mayor
temperatura los gases difunden a menor velocidad (Li et al., 2018).

4.8.3 Cambios en la pérdida de peso

Para la pérdida de peso de los frutos a lo largo del almacenamiento no se
encontraron diferencias significativas entre el control en aire, la exposicion
temprana y la intermedia con porcentajes de pérdida de peso en el dia 14 de 12.6,
12.1 y 9.5% respectivamente, no obstante, los frutos sometidos al tratamiento
continuo presentaron en el dia 14 una pérdida de peso de solo el 3% respecto al

peso inicial (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de pérdida de peso (%pp) de frutos de frambuesa cv.
Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de exposicion: Control en aire (14
DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y Continuo (1-14 DA) en
almacenamiento a 1°C

Lo reportado en la literatura comprende pérdidas de peso sin cambios
respecto al control en aire en frutos de frambuesa mantenidos por 7 dias e

condiciones de AC (Haffner et al., 2002), cabe destacar que la pérdida de peso en
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ese estudio es de alrededor del 1% mientras que el presente trabajo los frutos
control control perdieron 8.7% del peso inicial a los 6 dias de almacenamiento,
esta mayor pérdida de peso puede relacionarse con una mayor condensacion en
las camaras de AC debido a las condiciones variables en la humedad relativa que
se tuvieron durante el estudio. Giovanelli et al., (2014) reportaron que para la
variedad Erika almacenada por 7 dias a 4°C en aire la pérdida de peso fue de
4.6%, mientras que para frutos almacenados en un empaque de PVC con
atmosfera modificada fue de cerca del 2%. Por su parte Kruger et al., (2011)
indicaron pérdidas de 7-9% en frutos almacenados con temperatura de 2-4°C a
HR de 95% mas 1 dia a 20°C; esta gran variacion en resultados se debe a
diferencias en las variedades de frambuesa evaluadas, al estado de madurez de
los frutos en el momento del estudio, asi como a las condiciones cambiantes de
temperatura y HR durante el almacenamiento. En el presente estudio las
condiciones promedio del ambiente en las camaras de AC fueron de 1.89°C y
74.9% de HR, sin mencionar que la variedad evaluada y la regién de cosecha de

las frambuesas no han sido reportadas previamente.
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4.8.4 Cambios en la firmeza
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Figura 22.Firmeza (N) de frutos de frambuesa roja cv. Adelita sometidos a AC en
diferentes tiempos de exposicién: Control en aire (14 DA), Temprano (1-3 DA),
Intermedio (4-6 DA) y Continuo (1-14 DA) en almacenamiento a 1°C.

Los resultados de firmeza se presentan en la Figura 22, el tratamiento
temprano e intermedio no resultaron diferentes al control en aire, presentando en
los tres casos pérdida de firmeza durante el almacenamiento con respecto al dia
0. No obstante, el tratamiento continuo presenté los valores de firmeza mas altos
incluso observandose un incremento en la firmeza en el dia 14 (4.9 N) con
respecto al dia 0 (2.4 N) Lo anterior, difiere de lo previamente reportado por
Forney et al. (2015) para frambuesa de 9 variedades cultivadas en Canada entre
las que se incluian Encore y Glen Ample almacenadas en AC continua (12.5 CO,
+ 7.5 O,) en donde se observo una disminucién en la firmeza respecto al control, y
con lo observado por Haffner et al. (2002) en donde el almacenamiento por 7 dias
en una AC con la misma concentraciéon de gases que la utilizada en el presente

trabajo, la firmeza no presentdé cambios respecto al control. Terry et al. (2009)
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reportaron que frutos de arandano almacenados a concentraciones de CO, de
15% o mayores presentaron dafio fisioldgico que se tradujo en pérdida de firmeza
de los frutos. Recientemente Anese et al., (2016) determinaron que con una
pérdida de peso inducida mediante una reduccion en la HR (90%) en la camara de
almacenamiento, frutos de manzana expuestos a AC por intervalos largos de
tiempo presentaron mayor firmeza y menor incidencia de desordenes fisiologicos,
lo anterior sugieren debido a una mayor difusion de gases (salida de CO, y
entrada de O,) a través del espacio celular liberado por el agua lo que ocasiona
gue el CO; no se acumule excesivamente en el fruto debido a que se ha reportado
que altas concentraciones de CO, pueden ocasionar estrés oxidativo con
respectivos incrementos en los niveles de peréxido de hidrégeno, lo que ocasiona
dafio en las membranas celulares (Castro et al., 2008; Herremans et al., 2013). En
el presente estudio, si bien no fue inducido a consciencia se presentaron altas
pérdidas de peso por la baja HR que se mantuvo en las cadmaras a lo largo del
experimento (74.9%), por lo anterior, el incremento en la firmeza en el tratamiento
continuo y el mantenimiento de ésta en los demas tratamientos podria deberse a
un incremento en la difusiébn de gases lo que evitaria la acumulacion de CO; y
dafios en las membranas celulares. No obstante, se ha reportado en fresa
sometida a cortos tiempos de exposicion a AC un incremento en la firmeza
respecto a la inicial y se ha sugerido que este incremento en frutos expuestos a
altas concentraciones de CO, se debe a cambios en el pH del apoplasto lo que
induciria la adhesién célula- célula por un incremento en la retencion del calcio
celular favoreciendo la formacion de pectatos de calcio en la pared (Hwang et al.,
2012).
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4.8.5 Determinacién de lavida de anaquel sensorial
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Figura 23. Vida de anaquel sensorial definida por el modelo de Weibull de frutos
de frambuesa roja cv. Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de exposicion:
Control en aire (14 DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y Continuo (1-14

DA) en almacenamiento a 1°C

La vida de anaquel sensorial de los frutos de frambuesa sometidos a
diferentes condiciones de atmdsfera controlada fue evaluada mediante un disefio
basico y estimada por el método estadistico paramétrico de Weibull, en donde la
estimacion de la funcion de rechazo se llevdé a cabo en base al porcentaje de
rechazo de parte de los consumidores en los diferentes dias de analisis, para este
estudio la vida de anaquel se determind cuando el 25% de los panelistas
rechazaron el producto. En la Figura 23 se observa el grafico de la funcion en
donde en el eje de las abscisas se encuentra la vida de anaquel en dias y en el gje
de las ordenadas el porcentaje de rechazo, la linea de la funcién de los distintos
tratamientos se observa en colores distintivos y la vida de anaquel media se
definio en el 25% de rechazo de los panelistas que muestra con una linea morada.

También en la Figura 23 se puede observar en la tabla de la parte inferior derecha,
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la media de vida de anaquel, asi como el intervalo de confianza de cada uno de
los tratamientos. La vida de anaquel media estimada para los frutos sometidos al
tratamiento temprano fue de 16.8 dias siendo este el tratamiento con el valor mas
alto, para los frutos sometidos al tratamiento intermedio de 9.3 dias siendo el mas
corto, por su parte el tratamiento continuo 13.2 dias y el control en aire 13.4 dias.
No obstante, es de mayor importancia interpretar los intervalos de confianza, se
puede apreciar que existi6 gran variabilidad en las respuestas de los
consumidores al tener intervalos muy amplios. El tratamiento continuo presento el
intervalo mas grande que va desde los 5.7 hasta los 30.6 dias de vida de anaquel,
esta variabilidad pudo deberse a un bajo nimero de panelistas (35), ademas para
el caso concreto del tratamiento continuo se pudo deber a que el panelista no
percibié sensorialmente este tratamiento de manera homogénea, lo anterior
posiblemente porque en el formato de evaluacién al consumidor se le pidi6é
determinar si consumiria el producto en base a los atributos de firmeza al tacto,
color, sabor y olor del fruto y este tratamiento en concreto presento los frutos mas
firmes y menos rojos, no obstante el consumidor promedio esta acostumbrado a
consumir las frambuesas en un estado de senescencia mas avanzado (frutos
menos firmes, mas rojos y mas dulces), por lo cual esto podria haber influido en la
respuesta diferencial hacia este tratamiento al encontrar los frutos con un color
mas agradable, pero demasiado firmes y no tan dulces. Por otra parte, el
tratamiento temprano ademas de presentar la media méas alta en vida de anaquel
con 16.8 dias también presento el intervalo de confianza més compacto, de 9.7 a
21.1 dias, por lo anterior en base a los consumidores el tratamiento temprano
resultd ser el que presenté una mayor vida de anaquel y un intervalo de confianza
mas compacto, 11.4 dias de diferencia en comparacion al tratamiento continuo

con una diferencia de 24.9 dias.

Adicionalmente a la determinacion de la vida de anaquel sensorial se llevo a
cabo de manera paralela una prueba hedonica de aceptabilidad de 10 puntos con
la finalidad de determinar cuél de los parametros sensoriales del fruto tuvo mayor
influencia en la respuesta del consumidor. En el Cuadro 16 se pueden observar

los resultados del analisis de la prueba heddnica en el dia 14 de almacenamiento,
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para cada atributo mediante la prueba estadistica de Wilcoxon / Kruskal-Wallis se
obtuvieron los valores p de cada atributo, se puede observar que de acuerdo con
este analisis, el Unico atributo que resultd ser estadisticamente significativo en la
decision de los panelistas fue la firmeza con un valor p de 0.0048. En la Figura 24
por su parte se presenta la tabla de contingencia del atributo de firmeza en donde
se muestra en las ordenadas el porcentaje de aceptabilidad contra cada
tratamiento a partir de una calificacion de 6 en la prueba heddnica, es decir a partir
de “me gusta”. Se puede apreciar que los frutos sometidos al tratamiento continuo
presentaron las mejores calificaciones con el 33.33% de los panelistas
otorgandoles una calificacion de 9 (“me gusta mucho”) y 27.27% una calificacién
de 10 (“me gusta muchisimo”) seguido de los frutos sometidos al tratamiento
temprano con 15.15% de panelistas otorgandoles una calificacion de 9y 21.21%
una de 10, lo anterior, concuerda con el analisis instrumental de firmeza en donde
este tratamiento registro los valores mas altos de firmeza. No obstante, el
tratamiento continuo no registr6 el 100% de los panelistas con calificacion
aprobatoria ( > 6) a diferencia del tratamiento temprano con el 100% de los
panelistas calificando al tratamiento con calificaciones aprobatorias. Por otra parte,
el tratamiento control en aire resultdé tener las peores calificaciones para este
atributo con el 75% de los panelistas otorgando calificaciones > 6, y de estos

solamente el 9% con calificacién de 10.

Cuadro 16. Valor p (prueba Wilcoxon / Krustal Wallis) del analisis sensorial al dia
14 de frutos frambuesa roja cv. Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de
exposiciéon: Control en aire (14 DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y
Continuo (1-14 DA) en almacenamiento a 1°C

Wilcoxon / Kruskal-Wallis
Atributo (Prob>ChiSsq)
Sabor 0.3116
Color 0.8150
Aroma 0.6977
Firmeza 0.0048*
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La prueba hedonica permitié corroborar que los panelistas observaron de
manera satisfactoria la firmeza de los frutos del tratamiento continuo, no obstante
no fue capaz de dilucidar en que otro atributo los panelistas percibieron
negativamente este tratamiento y asi explicar de alguna manera la variabilidad de
este tratamiento en los resultados de vida de anaquel, lo anterior es porque la
firmeza fue el Unico atributo donde los panelistas percibieron claras diferencias

entre los tratamientos.

100 A

80 A

1000

60 A

40 -

% Aceptacion firmeza

20 A

Temprano Intermedio Continuo Control

Tratamiento

Figura 24. Tabla de contingencia de firmeza de la prueba de aceptacién hedonica
de frutos de frambuesa roja cv. Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de
exposicion: Control en aire (14 DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y
Continuo (1-14 DA) en almacenamiento a 1°C

Cabe destacar que las determinaciones de la vida de anaquel a través de
ensayos con consumidores son de reciente utilizacion en el area de alimentos y
pocos reportes sobre su utilizacion en frutas y hortalizas se encuentran en la
literatura. Un ejemplo es el estudio de Garitta et al. (2008) donde mediante un
analisis de sobrevivencia se llevd a cabo una prediccion del estado 6ptimo de

maduracion de tomates basandose en la aceptacion o rechazo de panelistas
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consumidores. Mas recientemente Amodio et al. (2014) determinaron la vida de
anaquel de lechuga cortada considerando variables sensoriales mediante
panelistas entrenados y caracteristicas fisicoquimicas del producto, la difusién de
éste tipo de analisis es de importancia en el area de ciencia y tecnologia de
alimentos por el valor de los datos obtenidos, y porque se ha demostrado que la
vida de anaquel de un producto esta basada en realidad en los aspectos
sensoriales del mismo evaluados por los consumidores y no en un analisis de
estabilidad del producto (Hough, 2010).

4.8.6 Analisis fitoquimicos y capacidad antioxidante

En el Cuadro 17 se presentan los resultados del perfil fitoquimico y
capacidad antioxidante (CAOX) para cada tratamiento durante el almacenamiento.
Para los fenoles totales (FT) en el dia 14 todos los frutos sometidos a AC son
diferentes al control en aire, en este Ultimo tratamiento se presenté un mayor
contenido fenodlico 680.5 mg EAG/100 g de peso fresco (PF), este valor se
encuentran dentro del rango reportado para otras variedades de frambuesa roja
(Koponen et al., 2007; Kula et al., 2016), en especifico Mazur et al. (2014)
reportaron una media de fenoles totales de 11 variedades de 234 mg/100 g de PF,
en el presente estudio en el dia 0 de almacenamiento se tiene una media de 235.9
mg EAG /100 g de PF para la variedad Adelita. Giovanelli et al. (2014) no
reportaron cambios en el contenido de fenoles durante el almacenamiento en
atmosferas modificadas por 7 dias / 4°C en frambuesa roja cv. Erika con respecto
al control en aire. Cabe sefialar que en la literatura no se encuentran reportes en
frambuesa sobre el cambio en el contenido de fenoles totales durante
almacenamiento en AC. Los resultados obtenidos indican que el almacenamiento
en AC es efectivo en reducir este parametro que es un indicativo de estrés del
fruto y se ha reportado que incrementa a lo largo del almacenamiento en frutos de
frambuesa almacenados a temperaturas superiores a 0 °C (Mullen et al., 2002;
Rao & Snyder, 2010).

En cuanto al contenido de antocianinas monomeéricas totales (AMT) el
tratamiento continuo presentd en el dia 14 un menor contenido de antocianinas

12.1 mg /100 g de PF en comparacion con los demas tratamientos en AC, 25.4 y
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20.7 mg /100 g de PF para temprano e intermedio respectivamente y también con
respecto al control 20.2 mg /100 g de PF, ademas para el tratamiento continuo el
contenido de AMT es incluso menor que el inicial (25.8 mg /100 g PF) lo que
concuerda con lo encontrado en zarzamora, fresa, y frambuesa almacenadas en
AC que también presentaron reduccién en el contenido de AMT (Haffner et al.,
2002; A. Kader, 2000; Veazie & Collins, 2002). Lo anterior puede deberse a
fenbmenos de degradacion de antocianinas, que como se ha reportado son
compuestos susceptibles a degradarse cuando se exponen a ambientes adversos
como altas temperaturas, pHs neutros o alcalinos, y agentes oxidantes como el
CO; (Tan et al., 2018). No obstante, Gil et al. (1997) sugieren que los procesos
enzimaticos también pueden ser responsables de la degradacion, lo anterior al
encontrar una reduccioén del 20% en el contenido de antocianinas después del
tratamiento con AC en fresas donde la mayor parte de la degradacion se presento
en el tejido interno del fruto, donde ademas se encontraron bajos contenidos de
flavonoles, los cuales se localizaron casi exclusivamente en el tejido externo de las
fresas y de acuerdo con lo reportado por Mazza & Minniati (1993) son los
copigmentos mas eficientes. Por lo anterior Gil et al., (1997) postulan que en el
tejido externo prevalecen fenémenos de copigmentacion, el cual es uno de los
principales mecanismos de estabilizacién del color debido a la asociacién de las
antocianinas con copigmentos (iones metalicos, fenoles y otros flavonoides) en
estructuras supramoleculares que protegen el catién flavilio de ataque nucleofilico
(Sari et al., 2012), mientras que en el tejido interno se favorece la degradacién
enzimatica por la susceptibilidad de las antocianinas a la actividad enzimatica.
Para corroborar estas suposiciones es necesario realizar ensayos de actividad
enzimatica sobre enzimas relacionadas con la sintesis y degradacion de
compuestos fendlicos y la evaluacion del desarrollo de fenémenos de
copigmentacion de antocianinas en frambuesa. Por ejemplo, resulta de
importancia la actividad de peroxidasa, involucrada en la oxidaciéon de fenoles en
la pared celular o de PAL (fenilalanina amonio liasa) que es la enzima inicial en la
via que cataliza la diseminacion de la L-fenilalanina al precursor de compuestos

como ligninas, cumarinas, y flavonoides como las antocianinas. En frambuesa
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especificamente se observé que el desarrollo del color y sabor de los frutos era

dependiente de PAL codificada por dos familias de genes (ripal 1 y ripal 2), los

genes de ripal 1 se encontrd estaban mas relacionados con el desarrollo temprano

del fruto mientras que los de ripal 2 parecen controlar diferentes mecanismos de

regulacion en etapas posteriores de desarrollo.(Singh et al., 2010) Por lo anterior,

para efectos de este experimento resulta dificil dilucidar el fendbmeno que

prevalece y es el causante de esta reduccion en el contenido de antocianinas.

Cuadro 17. FT, AMT y cAOX (ABTS y DPPH) de frutos de frambuesa roja cv.
Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de exposicion: Control en aire (14
DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y Continuo (1-14 DA) en

almacenamiento a 1°C.

Parametros Dias
FT (mg 0
GAE/100gPF) 3
6
14
AMT (mg/100 0
g PF) 3
6
14
ABTS (UM 0
TE/100g PF) 3
6
14
DPPH (uM 0
TE/100g PF) 3
6
14
Acido 0
elagico(mg/100 14

g PF)

Cianidina 3- 0
glucosido 14

(mg/100 g PF)

235.9+ 21.1cA
279.4 +19.7cAB
468.3 + 15.7bC
680.5 + 18.2aA

25.8 + 3.5aA
16.6 = 2.5bB
22.0 = 2.6abA
20.2 + 3.5abA

718.0 £ 33.3bA
651.0 + 3.1cB
779.1 £ 28.7bA
912.3 + 10.6aA

777.0 + 8.0cA
466.0 = 31.2dB
1287.0 + 56.5bA
1526.7 + 27aAB

141.0 + 38.4bA
198.1 + 5.35aA

20.2 £3.1bA
42.4 + 2.4aA

235.9 £ 31.7cA
248.3 +17.6¢cB
592.7 + 34.4aA
413.9 + 25.0bB

25.8 + 3.6aA
229+ 4.7aAB
21.4 +1.0aA
254+ 2.1aA

718.0 = 14.2bA
657.6 + 8.8bB
569.5 + 30.9cB
999.2 + 15.6aA

777.0 £ 44.0bcA
696.1 + 88.1cA
1240.6 + 21.8bA
1634.9 + 39.0aA

141.0 + 38.4aA
145.6 + 14.5aA

20.2 £3.1bA
43.0 + 2.4aA

235.9 £ 13.4cA
249.4 + 11.6¢cB
573.9 £ 9.7aAB
403.9 = 14.4bB

25.8 + 3.1aA
26.1 £ 1.7abA
16.2 + 3.5bAB
20.7 = 3.6abA

718.0 + 34.4aA
754.7 + 48 aAB
551.6 £ 12.4bB
765.1 +19.1aB

777.0+7.7cA
517.1 £ 24 dAB

1175.7 + 8 bA
1421.5+ 20 aBC

141.0 + 38.4aA
154.6 + 30.8aA

20.2 £ 3.1bA
50.6 + 2.5aA

Continuo
(10%0,+15%C0O,)

235.9 £ 16.5cA
356.1 + 32.0bA
492.8 + 7.2aBC
426.0+ 22 abB

25.8 + 1.2aA
17.8+1.1bB
13.0 + 1.6¢cB
12.1+ 2.0cB

718.0 £ 53.8aA
838.7 £ 20.4bA
734.1 +10.3aA
722.4 + 36.6aB

771.8 + 21.4cA
670.9 £ 16 dAB
1297.8 + 10 bA
1375.1+16 aC

141.0 £ 38.4bA
149.9 + 3.7aA

20.2 + 3.1aA
229+ 2.0aB

Medias + DE (n=3).Valores en la misma columna seguidos por letras mindsculas diferentes y en la
misma fila con letras mayuUsculas diferentes presentan diferencias significativas de acuerdo a la
prueba de Tukey (a=0.05).
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En cuanto a la cAOX evaluada mediante la aproximacién que otorgan los
ensayos con los radicales ABTS y DPPH, el tratamiento temprano present6 en el
dia 14 mayor capacidad antioxidante, 999.2 y 1634.9 uM equivalentes de Trolox
/100 g de PF para ambas técnicas, respectivamente. Los datos anteriores no
presentaron diferencia estadistica respecto al control en aire, con valores de 912.3
y 1526.7 pM equivalentes de Trolox /100 g de PF, respectivamente. Estos
resultados difieren de lo reportado previamente por Giovanelli et al. (2014) en
donde la cAOX en frambuesa variedad Erika es estable y poco afectada por las
condiciones de atmdsfera durante el almacenamiento. No obstante, cabe destacar
gue no existen reportes de los cambios en la capacidad antioxidante durante el
almacenamiento de frambuesa en condiciones de AC. La correlacion de los dos
ensayos fue de 0.99 lo que indica que los tratamientos tienen una actividad
comparable en los dos ensayos, no se encontré correlacion entre ABTS y DPPH
con el contenido de fenoles totales (0.31 y 0.19, respectivamente), no obstante
ambos ensayos estan altamente correlacionados con el contenido de antocianinas
monomeéricas totales, 0.83 y 0.86 para ABTS y DPPH respectivamente, por lo que
las antocianinas de la frambuesa pueden ser los compuestos que contribuyen
principalmente a la cCAOX de este fruto.

Si bien el uso de las técnicas in vitro para le estimacion de la cAOX en las
gue se hace uso de un radical artificial para estimar la actividad de los compuestos
antioxidantes dentro del tejido vegetal son ampliamente utilizadas en el area
poscosecha, sus limitaciones conceptuales y técnicas son bien conocidas y
dificiles de ignorar. Schaich et al. (2015) resumen ampliamente las limitaciones de
ambas técnicas para estimar cambios a nivel bioquimico en el sistema
antioxidante de alimentos y de tejidos bioldgicos, entre las que mas se destacan,
se menciona que los resultados de ensayos in vitro no son relevantes a las
condiciones presentes in vivo. Los radicales ABTS y DPPH generalmente
favorecen uno de los dos mecanismos de accion antioxidante, ya sea por
transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) o transferencia de electrones (SET),
sin embargo, cualquiera de estos dos se favorece dependiendo de las condiciones

del medio como el pH, tipo de solvente y cinética de reaccion. Como ejemplo
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ABTS favorece la actividad de antioxidantes donde se ven favorecidos
mecanismos de transferencia de electrones perdiendo la estimacién de la
actividad de compuestos como glutation, tioles y proteinas que son HAT
dominantes e importantes antioxidantes in vivo, e incluso se subestima la actividad
de compuestos con multiples grupos hidroxilo y anillos aromaticos debido al
impedimento estérico que presenta el radical. Por su parte DPPH, a diferencia del
ABTS que es soluble en agua, es hidrofébico por lo que la reaccion debe llevarse
a cabo en solventes organicos que al ser fuertes atrayentes de grupos hidrogeno
interfieren con la liberacién de éste y por ende se favorecen los mecanismos SET
sobre los HAT, aunado a esto la tasa de reaccion del DPPH es dependiente de la
accesibilidad al centro del radical, el cual tiene gran impedimento estérico
provocando que algunos compuestos fendlicos como polifenoles se vean
ampliamente subestimados. Por lo anterior, ambos métodos de estimacion de
capacidad antioxidante deben tomarse con precaucién debido a que compuestos
diferentes a los fenodlicos son pobremente detectados, ademas se debe evaluar su
reemplazo por nuevos ensayos de evaluacion del sistema antioxidante tales como
los de oxidacion lipidica con mecanismos de reaccion facilmente identificables. No
obstante, también se hace mencion de la utilidad de ensayos como ABTS y DPPH
para efectos de comparacion sobre cambios en el mismo tipo de compuestos
durante el almacenamiento a diferentes condiciones, lo anterior es precisamente lo
que se evalud en este trabajo con estos métodos, los cambios en los compuestos
fendlicos durante el almacenamiento de los frutos de frambuesa en diferentes

condiciones de atmoésfera controlada.

4.8.7 Perfil de compuestos fendlicos

El contenido de &cido elagico y de elagitaninos es uno de los principales
pardmetros de calidad en frambuesa y uno de los principales parametros para la
seleccion de variedades. El contenido total de elagitaninos por lo general se
reporta como la suma de los derivados de su hidrdlisis, entre los cuales han sido
identificados el acido elagico como el mayor componente, metil sanguisorboato y
metil galato en menor proporcion (Vrhovsek et al., 2006). En la figura 25 se

observa el cromatograma del extracto de frambuesa hidrolizado en HCI por 6
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horas a 80°C analizado en HPLC-DAD, en donde el pico 3 se identifico y cuantificd
como acido elagico mediante un estandar externo. No se presentaron diferencias
entre tratamientos en el dia 14 de almacenamiento (Cuadro 17), con una media
para el tratamiento control de 198.1 mg en 100 g de PF. Cabe destacar que el
acido elagico ha sido reportado como el principal producto derivado de la hidrolisis
de elagitaninos y su contenido en 100 g de frambuesa se ha reportado desde
118.9 mg en variedad Pokusa hasta 323.5 mg en variedad Bristol (Bobinait et al.,
2012), por lo anterior, los resultados del presente trabajo se encuentran dentro de
los valores reportados para otras variedades, destacando ademas que los
tratamientos en AC no afectan su contenido. En cuanto a los otros dos derivados
de la hidrdlisis acida de elagitaninos, el metil sanguisorboato y el metil galato, su
cuantificacion no se llevd a cabo en este estudio por la falta de un estandar
externo. Reportes ademas del generado por Bobinait et al. (2014) sobre el
contenido de acido elagico en frambuesa roja elagitaninos pueden encontrarse en
la literatura, valores desde 38 a 118 mg en 100 g de peso fresco para las
variedades Nova y Ville respectivamente (Anttonen & Karjalainen, 2005) hasta
valores incluso menores para variedades cultivadas en Espafia como de 20.7 a
24.4 mg en 100 g de peso fresco (De Ancos et al., 2000), lo anterior, debido a
diferencias en la metodologia de hidrolisis y de extraccion utilizadas por diferentes
autores , por lo cual en el presente trabajo solamente fueron tomados en cuenta
los resultados de estudios realizados con las mismas condiciones de extraccion e
hidrolisis que las utilizadas en el presente experimento. Los picos 1 y 2 del
cromatograma correspondiente a la hidrolisis de elagitaninos no pudieron ser
identificados en este estudio debido a que no se observo un espectro UV-Vis
caracteristico y no se compararon con ningun estandar

Finalmente, en el Cuadro 17 se presentan los resultados de la
cuantificacion de cianidina 3- glucdsido en los extractos fenolicos de frambuesa cv.
Adelita en los diferentes tratamientos evaluados en HPLC-DAD a 520 nm. El
cromatograma correspondiente al tratamiento control en aire se observa en la
Figura 26 en donde el pico identificado como cianidina 3-glucosido corresponde al
Pico 2, la cuantificacion e identificacion de este compuesto se llevd a cabo
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mediante una curva de calibracion con un estandar externo de la antocianina. Se
puede observar que en el dia 14 el tratamiento control, el temprano y el intermedio
no presentaron diferencias en su contenido con 42.4, 43.0 y 50.6 mg en 100 g de
PF respectivamente, no asi los frutos sometidos al tratamiento continuo que
presentaron menor contenido de esta antocianina con una media de 22.9 mg/ 100
g de PF. Lo anterior concuerda con los resultados del contenido de AMT que se
vieron reducidas significativamente (aproximadamente 40%) en el tratamiento
continuo y se observo entre ambos analisis una correlacion de 0.8. El contenido de
cianidina 3-glucésido reportado para otras variedades de frambuesa roja va desde
4.5 mg/ 100 g de PF para la variedad Octavia hasta 25.5 mg / 100 g de PF para la
variedad Veten (Mazur et al., 2014), lo anterior indica que la variedad evaluada
tiene un alto contenido de esta antocianina, incluso con la reduccion observada en
el tratamiento continuo, cabe destacar que en la mayoria de los reportes donde se
cuantifican compuestos fendlicos especificamente antocianinas, la antocianina
mas abundante en frambuesa roja es la cianidina 3-sofordsido lo cual difiere de lo
encontrado en el presente estudio en donde la mayoritaria resultd ser la 3-
glucésido al tener el pico mas alto en el cromatograma y un é&rea relativa del
53.3% en comparacion al siguiente pico (pico 1) con el 40.9% del area total
(Figura 26). Esto pudo deberse posiblemente a que la variedad Adelita proviene
de una cruza donde uno de los padres (seed parent 07.09R.99) es de color
amarillo (Pierron-Darbonne, 2012), lo anterior podria causar cambios en el perfil
de antocianinas de esta variedad lo que la diferenciaria de las demas, en cuanto a
los picos 1y 3 a pesar de no haber sido identificados en este estudio presentan un
espectro UV-Vis caracteristico de las antocianinas, se podria especular que el pico
1 al ser el segundo en abundancia podria tratarse de la cianidina 3-soforésido,
mientras que la identificacién del pico 3 con solo el 5.4% de abundancia resulta
mas dificil de dilucidar. Es importante mencionar que este es el primer reporte
donde se cuantifican e identifican antocianinas de la variedad Adelita, no obstante,
aun restaria la comprobacion de la identidad de estas antocianinas mediante un
andlisis QTof MS/MSE.
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Figura 25. Cromatograma HPLC-DAD a 254 nm después de hidrolisis acida de

Frambuesa cv. Adelita tratamiento en Aire (14 DA). Picos: 1 y 3 —desconocidos; 2-
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Figura 26. Cromatograma HPLC-DAD a 520 nm del extracto fendlico de
Frambuesa cv. Adelita tratamiento en Aire (14 DA Picos: 1 y 3-desconocidos; 2-
cianidina 3-glucésido

4.8.8 Analisis de factores multiples
Para evaluar las relaciones entre los tratamientos con variables de distinta
naturaleza como los parametros de color, los parametros fisiologicos como pérdida

de peso, tasa de respiracion entre otras y los parametros fitoquimicos que se
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refieren principalmente al contenido de compuestos fendlicos y a la capacidad
antioxidante se llevé a cabo un andlisis de factores mdltiples (MFA), en este
analisis se analizan de manera balanceada cada grupo de variables a pesar de su
distinta naturaleza. En las primeras dos dimensiones se acumulé mas del 87% de
la varianza por lo cual el analisis es representativo de los resultados del

experimento y se logré una reduccion de variables con interpretabilidad.
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Figura 27. Mapa de factores individuales del MFA de tres tipos de variables
evaluadas (color, fisiologicas y fitoquimicas) en frutos de frambuesa roja cv.
Adelita sometidos a AC en diferentes tiempos de exposicion: Control en aire (14
DA), Temprano (1-3 DA), Intermedio (4-6 DA) y Continuo (1-14 DA) en
almacenamiento a 1°C
En la Figura 27 se observa el mapa de factores individuales del MFA en donde

se distribuyen en las dos dimensiones los cuatro tratamientos de atmoésfera
evaluados. El punto negro es la posicion de cada tratamiento dada por el analisis
factorial y los puntos de color definen la localizacién en el grafico de cada grupo de

variables evaluadas (rojo para las variables de color objetivo, verde para las
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variables fisiolégicas y azul para las fitoquimicas), se puede observar que el
tratamiento intermedio y el control en aire forman un grupo al concentrarse en el
primer componente de manera muy similar contrastando con el tratamiento
continuo que se ubicé en el mismo componente pero de manera inversa, el
tratamiento temprano por su parte formo otro grupo con mayor influencia en el
componente 2. Con este analisis se aprecia de manera mas esquematizada que el
tratamiento intermedio y el control en aire presentaron resultados similares en
todas las variables evaluadas diferenciandose del tratamiento continuo y del
temprano, por lo cual se reafirma que el tratamiento temprano es la exposicion
corta de AC para frutos de frambuesa roja variedad Adelita que mejores resultados

presento al estar mas alejado del control en aire
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5. CONCLUSIONES

Se selecciond a la AC1 (10%0, + 15%CO,) como la condicion de AC que
mantuvo la calidad poscosecha a lo largo del almacenamiento de dos variedades
de frambuesa roja (F16 y F24), al observar menor pérdida de peso (50%) y mayor
firmeza (15%) en los frutos respecto a la AC2 (10% O; + 10% COy)

La exposicion temprana (1-3 DA) a AC1 de los frutos de frambuesa fue la
mejor condicion de almacenamiento al incrementar la vida de anaquel sensorial
hasta 16.8 dias, la capacidad antioxidante y al mantener a los frutos con mayor
luminosidad e intensidad de color a lo largo del almacenamiento, cabe destacar
que no se observaron cambios en el perfil de compuestos fendlicos entre los
diferentes tratamientos.

Se identificaron 3 antocianinas, la mas abundante identificada como cianidina
3-glucosido y 3 compuestos derivados de la hidrélisis de elagitaninos, uno de ellos
identificado como acido elagico.

A pesar de que la AC1 (15%CO, + 10%0,) aplicada de manera continua
durante el almacenamiento presentdé mayor firmeza y menor pérdida de peso
respecto al resto de los tratamientos, la reduccion en los niveles de antocianinas
(40%) y la variabilidad en la aceptacion sensorial limitan su aplicacion a nivel
comercial. Con lo anterior, se comprueba que la exposicion prolongada a
condiciones de AC ademas de presentar desventajas tanto econdmicas como
ambientales, puede alterar el metabolismo del fruto generando dafio fisiolégico y
degradacion de pigmentos, con alteracion de las caracteristicas sensoriales, lo
anterior con marcadas repercusiones a nivel comercial.

Es importante remarcar que este es el primer estudio que se lleva a cabo en la
variedad de frambuesa Adelita, ademas de ser el primer reporte sobre la calidad
poscosecha y potencial nutracéutico conjuntamente de ser la primera estimacion

de la vida de anaquel de frambuesa roja cultivada en México.
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