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RESUMEN
El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio del Centro de Investigacion
de Productos Naturales (CIPNA) y en el Centro de Investigacion y Desarrollo
Biotecnoldgico de la Amazonia CIDBAM-UNAS. Los objetivos fueron: Evaluar
los cambios en el contenido de vitamina C, polifenoles totales y capacidad
antioxidante (DPPH y ABTS) en zumo de naranja, durante el
almacenamiento. Las naranjas fueron almacenadas a diferentes
condiciones: 4 °C, 75+2% HR; 1211 °C, 45+2% HR y 28+1b °C, 75+2% HR
durante 20 dias. Para los andlisis se extrajo el zumo, se filtr6 y centrifugo; los
resultados fueron evaluados mediante el disefio completo al azar (DCA) y la
prueba de Tukey (p<0,05). A 4 °C el zumo alcanzé un pH de 3,90; acidez
0,90%, 10,04 Brix y 14,70% de pérdida de peso; a 12 °C, un pH de 3,93;
acidez 0,85%, 10,52 Brix y 22,89% de pérdida de peso; a 28 °C, un pH de
3,95, acidez 0,80%, 10,92 Brix y 16,71% de pérdida de peso. El contenido de
vitamina C a 4, 12 y 28 °C fue 53,34; 53,44; 51,21 mg vit.C/100 mL de zumo
respectivamente. El contenido de polifenoles totales a 4, 12, 28 °C fue 69,07;
79,20; 70,30 mg EAG/100 mL zumo respectivamente, observandose un
aumento de 24, 42, 25% de polifenoles totales en la naranja durante los 20

dias de almacenamiento. El coeficiente de inhibicion (ICso) frente al radical
DPPH" a 4, 12, 28 °C fue 232,38; 236,44 y 231,44 ug/mL respectivamente;

frente al radical ABTS® a 4, 12, 28 °C fue 161,50; 170,34; 146,78 pg/mL

respectivamente; mostrando un incremento de la actividad antioxidante en la

naranja frente al radical DPPH* y ABTS" durante los 20 dias.



[. INTRODUCCION

Dentro de los citricos el naranjo es considerado como los frutales
mas importantes en el mundo, su cultivo y consumo se realiza por igual en los
cinco continentes, siendo explotados en forma comercial practicamente en
todos los paises donde las condiciones de clima les permiten prosperar,
cubriendo principalmente las areas tropicales y subtropicales del mundo. En el
Peru la produccion de la naranja esta principalmente destinada al mercado en
fresco, sin embargo cuando esta destinada a mercados internacionales se
comercializa en condiciones de refrigeracion (6 °C).

Las naranjas después de la cosecha aun contindan vivas, en tal
sentido la fruta cosechada continda respirando, madurando e iniciando el
proceso de senescencia lo cual implica una serie de cambios estructurales,
bioquimicos y de sus componentes, siendo necesario el almacenamiento en
refrigeracion para mantener la calidad poscosecha. Ademas esta fruta es una
fuente importante de compuestos bioactivos que incluyen antioxidantes tales
como &cido ascorbico, flavonoides, compuestos fendlicos, fibra dietética,
carotenos y pectinas que son importantes para la nutricion humana. Varios
estudios han demostrado que la principal fuente de la capacidad antioxidante
de la mayoria de los citricos es la vitamina C y la gran cantidad de polifenoles

(flavonoides). Ante esto resulta interesante demostrar el comportamiento de



2
estas propiedades benéficas durante el almacenamiento de la naranja en
diferentes sistemas, en base a este marco para la presente investigacion de
tesis se han planteado los siguientes objetivos:

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica: Pérdida de peso, Brix, pH y acidez
de las naranjas durante el tiempo de almacenamiento en las diferentes
temperaturas de almacenamiento.

e Cuantificaciones de Vitamina C y polifenoles totales en jugo extraido de
naranja (Citrus sinenssis) almacenadas a 4, 12 y 28°C.

e Evaluar la capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) en jugo extraido de

naranja (Citrus sinenssis) almacenadas a 4, 12 y 28°C.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la naranja
2.2.1. Definicién y distribucion

La naranja es el fruto del naranjo dulce, arbol que pertenece al
género citrus de la familia de las rutaceas, esta familia comprende mas de 1600
especies. El género citrico es el mas importante de la familia y consta de unas
20 especies con frutos comestibles todos ellos muy abundantes en vitamina C,
flavonoides y aceites esenciales. Los frutos, llamados hesperidios, tienen la
particularidad de que su pulpa esta formada por numerosas vesiculas llenas de
jugo. La naranja dulce es el mas cultivado de todos los citricos, siendo la
especie mas importante del género citrico. Tras ella le siguen en importancia
sus parientes mas proximos: mandarinos, limoneros, pomelos y limeros
(GUEMEZ et al, 2010)

La naranja se cultiva en 60 paises de los cinco continentes del
mundo, prosperan bien en sitios subtropicales (Mediterraneo), donde adquieren
su color y sabor méas preciado, sin embargo se cultivan en terrenos altos en
climas tropicales siendo la altitud ideal para el cultivo entre los 500 y 1200
msnm. Por produccién y consumo per capita es hoy en dia la fruta mas

importante a nivel mundial (GOMEZ y SCHWENTESIUS, 1997).



2.2.2. Clasificacion taxonémica
GONZALES (2014) describe la clasificacion de la naranja de la

siguiente manera:

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden : Geraniales
Familia : Rutaceae

Subfamilia : Citroideae

Tribu : Citreae
Género : Citrus
Especie : Citrus sinensis

2.2.3. Importancia de la produccion

En el mundo hay plantadas alrededor de siete millones de
hectareas (ha) de citricos: el 50% corresponde a naranja, 10,5% a limoén y
mandarina y 3,5 % de toronja (SAMANIEGO et al., 2004). El pais con mayor
produccion de naranjas en el mundo es Brasil con 17 millones de toneladas en
el afo 2011, seguido por los Estados Unidos con cerca de 8 millones de
toneladas. China es el mayor productor a nivel mundial de mandarinas seguido
a larga distancia por Espafa; India, México y Argentina son los paises con

mayor produccion de limones y limas. El 75% del volumen de naranja que se


http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Rosidae
http://es.wikipedia.org/wiki/Geraniales
http://es.wikipedia.org/wiki/Rutaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Citroideae
http://es.wikipedia.org/wiki/Citreae
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produce en el mundo se utiliza para la produccion industrial de jugos y
concentrados (HERNANDEZ, 2014).

La naranja es uno de los citricos mas utilizados por los
consumidores para ingerir en forma de jugo natural, gracias a las cualidades
beneficiosas que su consumo conlleva para la salud. El jugo de naranja es un
producto complejo formado por agua, azucares, acidos organicos, sales
minerales, vitaminas y pigmentos, ademas de una serie de componentes
organicos volatiles e inestables responsables de su sabor y aroma (SCHVAB et

al., 2013).

2.2.4. Anatomia del fruto

REINA et al. (1995) menciona que el fruto es una baya modificada,
con una cascara gruesa y correosa que se puede separar y que contiene
numerosas glandulas oleosas y se denomina hesperidio (fruto dividido en
varias secciones, las cuales estan envueltos en una membrana), un fruto se
desarrolla o bien a partir de la unidad fundamental del gineceo (parte femenina
de la flor), el carpelo o de varios carpelos unidos entre si mas o0 menos
intimamente. AGUSTI et al. (2003) describe las siguientes partes del fruto:
e Exocarpio o flavedo: Es la regibn mas externa y constituye la parte visible
de la corteza, formada por células epidérmicas de color verde cuando el fruto
es inmaduro y naranja o amarillo segun la especie en la madurez. Aqui se

encuentran las glandulas de aceites esenciales producidas por los citricos.
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e Mesocarpio o albedo: Es la region situada entre el exocarpio y el
endocarpio, formado por un tejido blanco esponjoso de células
parenquimaticas.
e Endocarpio: Es la region mas interna y esta constituido por los loculos o
gajos. Los léculos contienen las vesiculas de zumo, formadas por un cuerpo de
células completamente vacuolizadas y un peddnculo (corazéon) que las
mantiene unidas a la epidermis dorsal de los carpelos y limitadas lateralmente
por los septos.
El exocarpio y mesocarpio constituyen la corteza del fruto
propiamente dicha y dentro de los l6culos del endocarpio se encuentran las

semillas.

Eje central o
corazon

Semilla

Endocarpio
T Mesocarpio

Exocarpio

Vesicula

Figura 1. Corte transversal de la naranja.



2.2.5. Composicion quimica

El papel de los citricos en el suministro de nutrientes y valor
medicinal ha sido reconocido desde la antigliedad. De entre sus beneficios
cabe destacar el hecho de que proporcione la suficiente vitamina C segun las
recomendaciones dietéticas. Ademas los flavonoides procedentes sobre todo
de los jugos citricos de las naranjas y los pomelos, son muy efectivos para
mejorar la circulacion de la sangre y poseen por otro lado propiedades
antialergénicas, anticancerigenas y antivirales. Los pomelos y las naranjas
también contienen fibra y pectina, sustancias que son conocidas por su
capacidad de reducir el riesgo de ataques de corazon si su ingesta es diaria. El
consumo de los citricos en general y de las naranjas en particular es
sumamente importante ya que los nutrientes y los factores promotores de una
correcta salud (especialmente los antioxidantes) que proceden de estas fuentes
son directamente asimiladas por el cuerpo y la pérdida de nutrientes es
insignificante en comparacion con los jugos de zumos procesados (AREVALO,
2013). Los principales componentes quimicos de la naranja se presentan en el

Cuadro 1.



Cuadro 1. Composicion quimica de la naranja (100 g parte comestible).

Componentes Unid. Citrus sinensis
Agua g 86,75
Proteina g 0,94
Lipidos g 0,12
Carbohidratos g 11,75
Vitamina A U 225
Vitamin E mg 0,2
Complejo B mg 0,587
Tiamina mg 0,087
B- caroteno ug 71
a - caroteno mcg 11
Vitamina C mg 53,2
Sodio mg 1,56
Potasio mg 181
Calcio mg 40
Magnesio mg 10

Fuente: YAHIA (2011)

Los citricos son también una relativamente buena fuente de
vitaminas del complejo B y la vitamina A. La vitamina A, como tal, no esta
presente en los citricos. a- y B-caroteno en la pulpa son los precursores de la
vitamina A. La vitamina A se informa por lo general en unidades internacionales
(Ul), que son igual a 0,3 g, teniendo en cuenta que cada molécula de los
rendimientos de B-caroteno una molécula de vitamina A (aproximadamente la

mitad de su peso molecular), el B-caroteno 0,6 mg o 1,2 yg de a-caroteno son
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equivalentes a 1 IU, mandarinas y naranjas son la mejor fuente de carotenos

entre citricos (LADINAYA, 2008).

2.2.6. Fisiologia de la fruta

Segun ARIAS y TOLEDO (2007), un aspecto fundamental a tener
en cuenta en el manejo postcosecha de frutas es que éstas contindan vivas
aun después de cosechadas. En tal sentido, la fruta cosechada continlda
respirando, madurando en algunos casos e iniciando procesos de senescencia,
todo lo cual implica una serie de cambios estructurales, bioquimicos y de
componentes que son especificos para cada fruta. Asimismo, el producto
cosechado esta constantemente expuesto a la pérdida de agua debido a la

transpiracion y a otros fendémenos fisiologicos.

2.2.7. Factores fisiolégicos
Respiracion. Mediante la respiracion la fruta obtiene la energia necesaria para
desarrollar una serie de procesos biologicos indispensables. El proceso
respiratorio ocurre a expensas de las sustancias de reserva (azucares,
almidones, etc.) las que son oxidadas, con el consiguiente consumo de oxigeno
(O) y produccién de diéxido de carbono (CO;) (ARIAS y TOLEDO, 2007). Los
productos frescos no pueden seguir reponiendo los hidratos de carbono ni el
agua una vez recolectados, por lo que la respiracion utiliza el almidén o el
azucar almacenado y se detienen cuando se agotan las reservas de esas
sustancias; se inicia entonces un proceso de envejecimiento que conduce a la

muerte y la putrefaccion del producto (REINA et al., 1995).
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Transpiracion. La mayoria de los productos frescos contienen en el momento
de la cosecha, del 65 al 95 % de agua. Dentro de las plantas en crecimiento
existe un flujo continuo de agua. Esta se absorbe del suelo por las raices, sube
por los tallos y se desprende por las partes aéreas, sobre todo por las hojas,
como vapor de agua. Los productos frescos siguen teniendo agua después de
la cosecha, pero, a diferencia de las plantas en crecimiento, ya no pueden
reponer el agua a partir de la tierra, y tienen que recurrir al contenido de agua
qgue tuvieran en el momento de la recoleccion. Esta pérdida de agua de los
productos frescos después de la cosecha constituye un grave problema, que da

lugar a mermas y a pérdidas de peso (REINA et al., 1995).

2.2. Aspectos generales de vitamina C
2.3.1. Definicién

El término vitamina C, descubierta en 1928 por Szent — Gyorgyl,
debe usarse como un nombre descriptivo genérico para todos los compuestos
gue muestran desde el punto de vista cualitativo la actividad biol6gica del acido
ascorbico, el 4cido ascorbico es una cetolactona de seis carbonos de peso
molecular de 176,13 g/mol su estructura responde a la lactona del acido L- xilo-
2-cetohexonico (Figura 2), que tiene relacion estructural con la glucosa y otras
hexosas, se oxida de modo reversible en el organismo para dar &cido
dehidroascorbico, este ultimo compuesto posee la actividad completa de la

vitamina C (GARCIA et al., 2003).
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La vitamina C se encuentra principalmente en alimentos de origen

vegetal; los cereales, al igual que las carnes y los pescados y sus derivados, no
lo contienen, por esta razon, el consumo rutinario de frutas y verduras frescas
qgue aportan vitamina C es requerida diariamente, ya que al ser hidrosoluble, el
hombre lo almacena escasamente; por ejemplo, el jugo de 1 o 2 naranjas
contiene aproximadamente 80 mg de acido ascérbico, suficiente para satisfacer

la necesidades de 50 — 60 mg diarios (BADUI, 2013).

OH

|
O
HO—CH—C 0

HO OH

Figura 2. Estructura quimica del &cido ascérbico.

2.3.2. Importancia biolégica

La vitamina C (&cido ascorbico) es necesaria para la prevencion del
escorbuto y el mantenimiento de la piel sana, las encias y los vasos
sanguineos. Funciona en la formacion de colageno, la absorcién de hierro
inorganico, la reduccion del nivel de colesterol en plasma, la inhibicion de la
formacion de nitrosamina, la mejora del sistema inmune, y la reaccién con
oxigeno singlete y otros radicales libres. Como un antioxidante reduce el riesgo
de la arteriosclerosis, enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de
cancer (REKHA et al., 2012). El acido ascoérbico puede actuar como un

antioxidante hidrosoluble general, por ejemplo para reducir el tocoferol oxidado
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en las membranas y puede inhibir la informacién de nitrosamina durante la

digestion. Asi como también mantiene a muchos metales cofactores en estado

reducido (MURRAY, 2013).

2.3.3. Accion de la vitamina C
LATHAM (2002), menciona que es un agente antioxidante y
reductor poderoso, puede por lo tanto reducir la accién perjudicial de los
radicales libres y es también importante para mejorar la absorcion del hierro no-
heminico en alimentos de origen vegetal. La vitamina C es uno de los
antioxidantes mas populares, que desempefian un papel crucial en la
prevencion de dafios en la peroxidacion de los sistemas bioldgicos

(KHOMDRAM y DEVI, 2010)

2.3.4. Vitamina C en naranjas

La principal contribucion de los citricos en la nutricion humana es,
sin duda, su aporte de vitaminas, especialmente de acido ascorbico (vitamina
C), el contenido de vitamina C del jugo de diferentes frutas citricas varia
considerablemente. Las naranjas contienen generalmente 40-70 mg de
vitamina C/100 ml de jugo, mientras pomelos, mandarinas y limones
proporcionan 20-50 mg / 100 g. El acido ascoérbico es generalmente alto en las
naranjas maduras y pomelos, la céscara es rica en acido ascorbico. La
concentracion de acido ascoérbico en el jugo de naranjas es una quinta parte de
la del flavedo y un tercio de la del albedo sobre una base de peso fresco

(LADINAYA, 2008)
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El 4cido ascorbico es un importante nutriente como parametro de

calidad y muy sensible a la degradacion debido a su oxidacion en comparacion
también a sus nutrientes durante el procesamiento y almacenado de alimentos.
El acido ascorbico también estd implicado en el ciclo celular y en otras
reacciones enzimaticas importantes en las plantas, la oxidacion de acidos
ascorbico conduce a la destruccion de la vitamina C (TARABIH y EL-
METWALLY, 2014). Las enzimas tales como el &cido ascérbico oxidasa,
fenolasa, citocromo oxidasa y peroxidasa pueden oxidar el acido ascorbico, los
compuestos fendlicos, flavonoides y acidos pueden inhibir la oxidacion
enzimatica y no enzimatica. En un proceso de oxidaciéon no enzimatica, sales
de cobre y hierro catalizan la oxidacion. El acido monodehidroascoérbico se
forma primero y luego el acido dehidroascorbico en la segunda etapa (Figura
3). El &cido dehidroascorbico (DHA) en forma oxidada también es
biol6gicamente activo como el acido L-ascoérbico (forma reducida). En la fruta
intacta, los cambios con respecto a la reduccion a la forma oxidada y viceversa
contindan teniendo lugar en funcion de equilibrio de iones de hidrogeno. El
nivel de DHA aumenta durante el almacenamiento de los citricos. La presencia
de DHA es menor (1,0 a 4,6 mg/100 g) inicialmente y contribuye menos de 10
% de la vitamina C total durante el almacenamiento, el DHA aumento
aproximadamente 3,0 a 6,0 mg/100 g, la proporcion de vitamina C presente en
forma de DHA es 10 a 20 por ciento en los limones y las naranjas (LADINAYA,

2008).
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GH,OH GH,OH GHOH
H=G—=0 *é H—C—OH H—C—OH
o o)
O 0 0
OH  OH O~ OH o) o)
Acido ascorbico Acido monodeshidroascorbico  Acido deshidroascérbico

Figura 3. Conversion del acido ascorbico a acido dehidroascorbico.

2.3. Aspectos generales de polifenoles
2.5.3. Definicion

Los compuestos fendlicos o polifenoles, constituyen un grupo
bastante amplio de sustancias quimicas, que se caracterizan por presentar en
comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos y abarcan a
mas de 8000 compuestos distintos y han demostrado poseer importante
actividad antioxidante (SOTERO et al, 2011). Los polifenoles son un grupo de
metabolitos secundarios que se encuentra ampliamente distribuido en las
plantas medicinales, vegetales, frutas y las diversas variedades de bebidas
como es el té, vino y jugo de frutas, estos metabolitos son los antioxidantes
mas abundantes en la dieta humana (Cuadro 2) (MAHDAVI et al, 2010).

La capacidad antioxidante de los polifenoles parece estar
relacionado con su capacidad para quelar metales, secuestrar radicales libres,
aunque en ocasiones, también pueden promover reacciones de oxidaciéon “in
vitro”. Destacan los flavonoides, los acidos fendlicos, taninos, chalconas vy
curaminas por su conocida actividad antioxidante, quienes constituyen la

fraccion polifendlica de una gran diversidad de alimentos (MARTINEZ, 2000).
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Las frutas y verduras son ricas de metabolitos secundarios tales

como compuestos fenolicos que ahora se

identifican como agentes

antioxidantes naturales. Los compuestos fendlicos se ha demostrado que

poseen una actividad antioxidante basado en su (grupo hidroxilo) donacién a

los radicales libres (KUMAR et al., 2013).

Cuadro 2. Fitoquimicos presentes en algunos alimentos.

Alimentos Fitoquimicos Accioén
Tomate Licopeno Infecciones
Ajo, cebolla, poro Saponina El aumento del colesterol
Alicina Tumores
Zanahorias, verduras verdes Betacarotenos Alteraciones pulmonares,

oscuras, mango, melocoton,
melén

Brocoli, coles, col de
bruselas, ajo, cebollas

Manzanas, uvas, cebollas

Fresas, uvas

Naranjas, duraznos

Brocoli, coles

Frutas, verduras, soja,
citricos, té verde, vino,
cacao.

Frutas, verduras, bayas,
nueces, soja, frejol, azafran,

aceitunas

Isotiocianatos

Quercetina

Acido elagico
Terpeno

Indoles

Flavonoides

Polifenoles

malignas

Cancer del pulmén

Afecciones cardiacas
Evolucion celular
cancerosa

Intoxicacion por humo del
tabaco

Ulceras Céancer

Ciertos tipos de cancer

Afecciones cardiacas

Afecciones cardiacas

Ciertos tipos de cancer

Fuente: (ROSALES, 2004)
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2.5.4. Clasificacion de los polifenoles

Segun SOTERO et al (2011) los compuestos fendlicos mas
caracteristicos son los flavonoides, cumarinas, cromenos y benzofuranos. De
éstos, los mas caracteristicos son los flavonoides, que son un grupo muy
numeroso
Flavonoides: Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y que protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias
quimicas presente en los alimentos, etc. ElI organismo humano no puede
producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacion o en forma de suplementos, estas sustancias estan
ampliamente distribuidas en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y
representan componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta
humana. Los flavonoides ademas, inhiben diversas enzimas responsables de la
produccion de anion superéxido; entre ellas la xantina — oxidasa, la
ciclooxigenasa (COX), la succinooxidasa y la NADH oxidasa mitocondriales
(PIETTA, 2000). Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (Cg-C3-Cg), compuesto por
dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico), ver Figura 4. Los flavonoides se ubican principalmente en las
hojas y en el exterior de las plantas, apareciendo solo rastros de ellos en las
partes de la planta por encima de la superficie del suelo. Una excepcion son

los tubérculos de cebolla, que contienen una gran cantidad de quercetina 4'-D-
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glucésidos (MARTINEZ et al., 2002). Los flavonoides son compuestos
polifendlicos naturales que estan presentes en grandes variedades de
vegetales, frutas y bebidas; y muchos son considerados como una fuente
importante de antioxidantes, lo que pueden interactuar directamente con
especies reactivas de oxigeno e inhibidores de la lipoperoxidacion (GONZALES

et al., 2000).

Figura 4. Estructura basica de los flavonoides.

2.5.5. Flavonoides en citricos

El principal flavonoide glucésido en los citricos es la hespiridina,
naringina y neohespiridina; en general, la concentracion de flavanonas
disminuye a medida que madura la fruta. La hesperidina es el flavonoide
principal de las naranjas, la hesperidina es el 7-B-rutinésido de hesperetina
(Figura 5), en la hesperidina, la ramnosa y glucosa estan en la forma de
rutinosa como un disacarido y debido a la rutinosa, no son amargos. La
hesperidina también se encuentra en las mandarinas, limones, limas y los
hibridos. La nubosidad de jugo y mermelada de naranjas es debido a la
precipitacion de la hesperidina, que es menos soluble en agua, también se

puede encontrar en el segmento de la membrana en forma de manchas
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blancas, cristales en las naranjas por dafio en congelacion y en forma de
manchas blancas en el jugo de naranja concentrado congelado.

El principal compuesto flavonoide de la toronja es la naringina;
tiene un sabor amargo y es soluble en agua, por lo que algunas toronjas
frescas y pomelos tienen sabor ligeramente amargo. Es un ramnoglucésido de
la aglicona, naringenina. El sabor amargo de la naringina se encontré que era
debido a la estructura de la fraccion de disacarido. En el pomelo los azlcares
ramnosa Yy glucosa se enlazan para formar neohesperidose (2-0-a-L-
ramnopiranosil-D-glucosa), que es el resto de azUcar de naringina y
neohesperidina. Flavanonas citricos contienen neohesperidose como muchos
disacarido son amargas, mientras que, los flavonones contienen el rutinosa
disacarido isomeros (6-0-a-L-ramnopiranosil-Dglucose) que son de mal gusto.

(LADINAYA, 2008)

HeC G Naringina
- —0 OH
0
HO 0
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oM oM OH O

B - neosperidina
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Figura 5. Estructura molecular de flavonoides importantes en citricos, naringina

y hesperidina.

2.4. Radicales libres

Son moléculas que en su estructura atbmica presentan un electrén
o impar en el orbital externo y puede existir independiente (CLARCKSON vy
THOMPSON, 2000). Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que
tienen un electrén desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que
tienden a captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer
el electron que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su
vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi
una verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células. (AVELLO y
SUWALSKY, 2006). Cerca de 5% o mas del oxigeno inhalado (O;) se
convierten en especies reactivas de oxigeno (radicales superoxidos, hidroxilo,
peroxilo, etc) por reduccién univalente de O? (KHOMDRAM y DEVI, 2010)

Los procesos de oxidacion producen radicales libres que pueden

interferir en los procesos normales y dafar las células corporales causando
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estrés oxidativo. El estrés oxidativo, se define como el desbalance entre la
produccion de radicales libres y cantidad de antioxidantes presentes en el
ambiente. Es la pérdida de equilibrio entre pro oxidacion y antioxidacion a favor
de los prooxidantes (ELEJALDE, 2001).

Los radicales libres del oxigeno se forman continuamente en el
organismo por el metabolismo normal, siendo eliminados por las defensas
antioxidantes. Cuando son producidos en exceso pueden ocasionar una lesion
tisular, por cuyo motivo han sido implicados en muchas enfermedades. Se
insiste también sobre la importancia de la defensa antioxidante, cuya funcién es
prevenir la oxidacion, ya sea eliminando las especies reactivas del oxigeno
tales como el radical superoxido, el radical hidroxilo o el peréxido de hidrogeno,
previniendo su formacién (KORC et al., 1995).

El problema para la salud se produce cuando nuestro organismo
tiene que soportar un exceso de radicales durante afios, producidos
mayormente por contaminantes externos, que provienen principalmente de la
contaminacion atmosférica y el humo de cigarrillos, los que producen distintos

tipos de radicales libres en nuestro organismo (AVELLO y SUWALSKY,2006).

2.5. Antioxidantes naturales
2.6.1. Aspectos generales de antioxidantes
Los antioxidantes son sustancias que estando presente a bajas
concentraciones con respecto a una molécula oxidable (biomolécula), retarda o
previene la oxidacion de este sustrato, los antioxidantes reaccionan con los

radicales libre para formar compuesto estables no reactivos, proceso conocido
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como atrapamiento (captura) de radicales libres (DOMINGUEZ, 2014). Los
antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan la oxidacion de otras
moléculas mediante la inhibicion de la propagacion de la reaccion de oxidacion
(MARTINEZ, 2000).

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una
cadena de propagacion oxidado, mediante la estabilizacién del radical
generado (radical libre). Nuestro organismo posee antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos para protegerse de estos radicales, sin embargo, otra fuente
muy importante de ellos son las plantas y precisamente el estudio de estos
compuestos es prioritario por su rol en la proteccién del cuerpo humano en
contra de un numero considerable de enfermedades degenerativas, las
evidencias experimentales sugieren que protege de manera importante las
funciones bioldgicas de las células en contra de la actividad de los radicales
libres(estrés oxidativo) (FIGUEROA et al,.2011).

Un antioxidante se define como aquella sustancia que presenta en
concentraciones muy pequefias comparadas con las de un sustrato oxidable,
disminuye o evita la oxidacién del sustrato. En Bioquimica puede considerarse
como un donador de electrones capaz de evitar una reaccién en cadena de
oxido-reduccion. Los antioxidantes han sido clasificados de diferentes maneras,
de las cuales las mas utilizadas establecen las diferencias de acuerdo a la
estructura quimica y funcion biologica, dividiéndolos en enzimaticos y no
enzimaticos (HICKS et al., 2006).

Para equilibrar la respuesta oxidante el organismo dispone de una

serie de sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacion de radicales
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libres (RL). Un antioxidante es wuna entidad quimica que a bajas
concentraciones y en comparacion con el oxidante, retarda o previene la
oxidacion de un sustrato, el cual incluye a lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y ADN (RAMOS et al., 2006).

Los antioxidantes cumplen un rol fundamental en la industria
alimentaria al evitar la degradacidén quimica de los alimentos, conservando las
propiedades organolépticas y alimentarias del alimento por largos periodos,
minimizando el dafio generado a las biomoléculas. Desde el punto de vista
quimico, la actividad antioxidante de los polifenoles presentes en los
preparados naturales (flavonoides, flavonas, flavonoles, antocianinos, etc.),
esta representada principalmente por su capacidad de atrapar radicales libres,

especialmente el oxigeno (GORMAZ, 2005).

2.6.2. Tipos de antioxidantes
Antioxidantes enzimaticos: Las defensas antioxidantes consisten en evitar la
reduccion univalente del oxigeno mediante sistemas enzimaticos. Se han
descrito un grupo de enzimas especializadas en inactivar por diferentes
mecanismos a las (ERO), como es el caso de la superdxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GSH-Px), entre otras (HICKS et al.,
2006). Las enzimas antioxidantes catalizan la desactivacion selectiva de las
especies reactivas generadas. Ademas, existen enzimas de degradacion que
eliminan aquellos componentes que las especies reactivas hayan alterado. El

recambio celular por el cual las estructuras y los materiales alterados se
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eliminan y se resintetizan de nuevo es capital para evitar la acumulacion de
material inservible, que podria generar graves disfunciones (TUR, 2004).
Antioxidantes no enzimaticos: Algunos de los antioxidantes no enzimaticos
son: el glutatiéon en su forma reducida (GSH), algunos minerales como selenio,
zinc o vitaminas como riboflavina, acido ascorbico (vitamina C) y a-tocoferol
(vitamina E), estos son esenciales para la defensa contra el dafio oxidante
debido a que actian como cofactores de las enzimas antioxidantes (HICKS et
al., 2006). Los sistemas antioxidantes no enziméticos estan constituidos
principalmente por un grupo de tres vitaminas: Vitamina C, Vitamina E y
betacaroteno y dos oligoelementos fundamentales el selenio y el zinc. Sus
niveles de efectividad, ya que no se sintetizan en el organismo, dependen del
equilibrio del propio consumo enddgeno y de los aportes de la dieta (ZUNIGA,

2005).

2.6.3. Accion antioxidante en citricos

Los citricos tienen una amplia aceptacion debido a su atractivo
sabor y valor nutricional por los beneficios de salud en términos de su
capacidad antioxidante, la principal fuente de la capacidad antioxidante de la
mayoria de los citricos y otras frutas no es la vitamina C o fibras dietéticas si
no, el poder antioxidante total de dichas frutas fue una capacidad combinada
de vitamina C y compuestos fendlicos para impartir diferentes caracteristicas
antioxidantes, como la quelacién de iones férrico, capacidad reductora, etc.
(AL-JUHAIMI y GHAFOOR, 2013). Muchas especies de citricos son de mucho

interés porque se acumulan una gran cantidad de flavonoides, donde se
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acumula principalmente glucdésidos flavanona, hesperidina y narirutin, que
comprenden mas del 90% de todos los flavonoides. (KAFKAS et al., 2011).
Ademas estas frutas contienen una variedad de diferentes compuestos
antioxidantes tales como acido ascorbico, tocoferol, glutation y carotenoides,
los cuales pueden contribuir a la proteccion contra el dafio oxidativo siendo la
vitamina C y los polifenoles uno de los antioxidantes mas populares, que
desemperiian un papel crucial en la prevenciéon de dafios en la peroxidacion de

los sistemas biologicos (KHOMDRAM y DEVI, 2010).

2.6. Aspectos generales del almacenamiento de frutos citricos
3.3.1. Sistemas de almacenamiento

La creciente demanda y la mayor produccion de frutas citricas han
dado como resultado un mayor énfasis en el disefio, construccion y la gerencia
de casas de almacenamiento. En Japdén y China desde tiempos antiguos las
casas de almacenamiento eran simples y al aire libre para el almacenamiento a
corto plazo. Actualmente el almacenamiento comudn aloja el uso de un disefio
mejorado y expandido de almacenes de marcos simple que contienen de 2 a 4
cuartos con ventilacién. Para los almacenes a baja temperatura la instalaciéon y
disefio se han mejorado con equipos sofisticados que han permitido el
almacenamiento a largo plazo de grandes cantidades de citricos. El
almacenamiento de atmdsfera controlada es la dltima innovacion, pero los

costes altos impiden su uso (LADINAYA, 2008).
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Almacenamiento a temperatura de ambiente: La temperatura ambiente y la
humedad relativa varian considerablemente en regiones subtropicales y
tropicales cuando se cosechan las frutas citricas. En India por ejemplo el
alcance de la temperatura es 15 — 25 °C con 60 — 70 % HR en el invierno y 35
— 40 °C con 20 — 30 % de HR en verano. Los citricos cosechados durante los
meses de invierno en regiones subtropicales se pueden almacenar por
periodos mas largos en condiciones ambientales que las frutas cosechadas en
las regiones tropicales. Las altas temperaturas y la humedad relativa en las
areas tropicales aumentan el incidente de pérdida de deterioro postcosecha.
Como la mayoria de los paises en desarrollo estan en regiones tropicales con
infraestructuras poscosecha inadecuados, los procedimientos complementarios
de reduccién de pérdidas pueden jugar un papel importante en la ampliacion de
las posibilidades de comercializacidén de los citricos. Después de la cosecha el
periodo manipulacién sin una cadena de frio es de 10 — 15 dias, la mayor parte
de la fruta fresca producida en estos paises se distribuye a nivel nacional y por
lo tanto requiere de una adecuada gestion postcosecha. La respuesta de las
variedades de naranja dulce varia en diferentes condiciones ambientales de
almacenamiento, las naranjas pineapple pierden mas peso que naranja
Washington Navel durante el almacenamiento, Los materiales de envasado y
recipientes juegan un papel importante en la retencion de la frescura natural de
frutas de color naranja durante el transporte y almacenamiento.
Almacenamiento en refrigeracion: En la mayoria de los paises con climas
subtropicales, donde las naranjas frescas de diferentes periodos de madurez

estan disponibles durante 6-8 meses, el almacenamiento a largo plazo no es
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comun, excepto para el comercio internacional. Las naranjas dulces en general
se pueden almacenar de 2 — 7 °C durante 8-12 semanas, dependiendo de la
variedad y la zona de produccién, estas frutas son relativamente sensibles a la
refrigeracion y sujeto a picaduras a temperaturas inferiores de 2 — 3 °C. Las
frutas verdes y no tratados con etileno también desarrollan su color a 15 — 25
°C, teniendo un color bastante aceptable a esta temperatura durante periodos
mas largos, sin embargo la pérdida de peso y la descomposicion son mas altos
a estas temperaturas, por lo tanto un un adecuado programa de temperatura de
almacenamiento es necesario en funcion de la duracion del almacenamiento y

la respuesta del cultivar a esas temperaturas (LADINAYA, 2008).

3.3.2. Factores de calidad en el almacenamiento de naranjas

ROYO (2010) menciona que uno de los factores principales es el
de mantener la calidad de los frutos hasta el momento de su comercializacion.
Las bajas temperaturas reducen la germinacion de esporas y el crecimiento de
patdgenos, aunque a 0 °C todavia puede observarse crecimiento significativo
de Botrytis, Alternaria o Penicillium italicum.. El almacenamiento a bajas
temperaturas no sélo reduce el crecimiento de hongos, sino que al retrasar la
senescencia del fruto, éste mantiene mayor contenido e sustancias antifiUngicas
(fitoalexinas), con lo que mejora la resistencia fisiolégica al ataque microbiano.
Ademas, las bajas temperaturas retrasan la pérdida de peso y se mantiene el

aspecto fresco de los frutos.
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3.3.3. Condiciones del almacenamiento

Segun ARIAS y TOLEDO (2007) dependiendo del mercado de

destino, las naranjas pueden almacenarse por corto tiempo a la temperatura
ambiente, cuando los periodos de almacenamiento son mayores es necesario
almacenarlos bajo refrigeracion, la temperatura 6ptima es de 3 a 8 °C donde
pueden durar varias semanas e inclusive meses, la humedad relativa debe
mantenerse entre 85 a 90 %. En el Cuadro 3 se muestra algunas temperaturas

recomendadas para su almacenamiento de naranjas.

Cuadro 3. Temperatura de almacenamiento para diferentes cultivos de

naranjas.
. Humedad Relativa Tiempo de
Cultivo Temperatura (°C) _
(%) almacenamiento
Navel
Washington 2-3 85-90 2,5 - 3,5 meses
Navelate 3-4 85-90 2-3 meses
Navelina 2-3 85-90 4-5 meses
Salustiana 2-3 85-90 4-5 meses
Valencia 2-3 85-90 4-5 meses
Mandarinas (en 4-7 85-90 3-12 semanas

general

Fuente: ARIAS y TOLEDO (2007)

3.3.4. Dafio por frio en frutas citricas
Segun ROYO (2010), los citricos por su origen tropical y
subtropical, por lo general son plantas sensibles al frio y su capacidad para

sobrevivir a temperaturas de congelacibn no se aproxima a otras plantas
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lefiosas de origen templado. Pero los frutos citricos pueden presentar

alteraciones fisiolégicas debidas al frio por encima de la temperatura de

congelacion (1-10°C) y estas fisiopatias muestran diferente sintomatologia

segun la variedad y condiciones ambientales.

Las fisiopatias que se producen en los citricos suelen suceder en la

corteza del fruto, especialmente en el flavedo. Los sintomas mas habituales del

dafio por frio (DF) en el flavedo de citricos son:

El manchado o picado (pitting). Es el DF mas frecuente asociado al
almacenamiento de los frutos citricos a bajas temperaturas y se caracteriza
por la formacion de manchas en areas discretas de la piel que se colapsan
formando lesiones profundas, este tipo de DF se ha detectado en pomelos,
limas, limones, naranjas y tangerinas, es el DF caracteristico en mandarinas
Fortune

El escaldado se presenta principalmente en frutos sobremaduros y se
caracteriza por un oscurecimiento difuso de la piel que se manifiesta de
forma irregular y se extiende paulatinamente por toda la superficie del fruto,
por ejemplo en naranjas Navelate, Salustiana, Valencia. Cuando los frutos
citricos son conservados a una temperatura muy baja pueden aparecer
otros dafos que afectan tanto a la pulpa como a la corteza, proporcionando
una consistencia blanda y esponjosa, y provocando una mayor sensibilidad
a los ataques de patogenos; para evitar los DF deben almacenarse para su

comercializacion a temperaturas relativamente altas de 11-13 °C.



[ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio del Centro de
Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) y el Centro de
Investigacion y Desarrollo Biotecnolégico de la Amazonia (CIDBAM) de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS); ubicada en el distrito de
Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, region de Huanuco; a una altitud de
660 m.s.n.m. a 09° 17’ 08” de Latitud Sur, a 75° 59’ 52” de Latitud Oeste, con
clima tropical humedo y con una humedad relativa media de 84% y temperatura

media anual de 24°C.

3.2. Materia prima

La naranja valencia (Citrus sinensis) fueron adquiridos del fundo
“Matos” ubicado en el distrito de José Crespo y Castillo en la provincia de
Leoncio Prado, region de Huanuco; a 09° 11’ 13” de Latitud Sury a 75° 57’ 38”
de Latitud Oeste, las frutas fueron cosechadas en estado maduro (9 - 10 Brix)
para luego inmediatamente ser trasladados a los laboratorios para la
preparacion de las muestras y su posterior analisis. El tiempo que se realizo el

experimento fue en el mes de junio.
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3.3. Equipos, materiales y reactivos

3.3.1 Equipos de laboratorio

Espectrofotometro modelo Genesys 6 (Thermo Electrén
Corporation) SN 2M6G261002; balanza analitica modelo ESJ-210-4 (Digital
precision), capacidad 200g y modelo Adventurer Pro AV114 (OHAUS)
capacidad 110 g; estufa modelo ODH6-9240A (TOMOS Heatring Drying
Oven); refrigerador INRESA modelo 1420GWBNO (Colombia); refrigerador
icebeam door cooling LG modelo GR-5392QLC (Corea); desionizador modelo
D 7035 (Barnstead); agitador magnético modelo 625 standard (VWRTM
hotplate/stirrer); homogenizador modelo VORTEX GENIE-2 (scientific
industrias. SITM); centrifuga modelo MIKRO 22R (Hettich); pH - metro (mettler
Toledo seven easy) pH 0-14; T° 0-100°C SN 8513902; refractometro digital

POCKET modelo PAL — 1 Brix 0 — 53 (China).

3.3.2 Materiales de laboratorio

Matraces de Erlenmeyer de 100 y 250 mL.; vasos de precipitacion
de 50, 100, 250 y 1000 mL.; tubos de ensayo Gene Mate® de 10 mL.; fiolas de
10, 25, 50, 100 y 1000 mL.; probetas graduadas de 10, 100 y 250 mL.;
micropipetas 0-10 pL, 10-100pL, 20-200uL y 100-1000 pL.; cubetas de
poliestireno Gene Mate® (1cm x 1cm x 4,5cm); tips FISHERBRAND® (1000 y
200 pL); microtubos (1,5 - 2,00 mL); embudos 8 cm de didmetro; bureta de
titulaciéon 500 mL BRAND (Alemania); frascos ambar de 100mL, termémetro (-

10 — 150 °C) y varilla de vidrio.
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3.3.3 Reactivos y solventes

L(+) é&cido  ascorbico puro, sigma  chemical, 2,6-
diclorofenolindofenol; acido oxalico al 0,4%; hidroxido de sddio 99% pureza;
fenolftaleina; acido galico (C;HeOs) 98,1% sigma aldrich; folin—ciocalteu
phenolre agent (2N, sigma aldrich); carbonato de sodio (Na,COs) p.a. ISO.
Scharlau; etanol al 96% de pureza; 1,1-Diphenyl-1-picril-hydrayl (DPPH, sigma
aldrich, USA); 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6 acido sulfénico)
diammoniumsalt (ABTS; Sigma Aldrich, USA); persulfato de potasio (K2S,Osg)
p.a. Sigma Chemical; agua destilada desionizada (H.Odd). solucion buffer pH

4y7.

3.4. Métodos de analisis

Caracterizacion fisicoquimica de la naranja

* Soélidos solubles: método 945.80 AOAC (1997), la concentracion de
solidos solubles se expreso en grados brix (°Bx).

* pH: método 973.193 AOAC (1964).

» Acidez: método de titulacion AOAC (1995).

* Peso: método utilizado por PUTTONGSIRI y HARUENKIT (2010).

Cuantificacion de acido ascorbico: Método reportado por HUNG Y YEN

(2002).

Cuantificacion de polifenoles totales: Método espectrofotométrico

desarrollado por Folin Ciocalteu et al. (1927), reportado por (SANDOVAL et al.,

2001).
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Capacidad de inhibir radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH): Método
espectrofotométrico de luz visible a 517 nm descrito por (BRAND-WILLIAMS et
al. 1995).
Capacidad de inhibir el cation 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6 acido

sulfénico) (ABTS®"): Método descrito por RE et al. (1999).

3.5. Metodologia experimental
3.5.1 Acondicionamiento de la materia prima

Para el acondicionamiento se sigui6 el siguiente procedimiento: Los frutos de
naranja fueron cosechados en estado de madurez comercial (9 — 10 °Brix) e
inmediatamente llevados al laboratorio en cajones de madera. Se seleccion6
los frutos considerando que no posean picaduras de insectos u otro dafio
mecanico. Se realizo el lavado de manera manual con agua clorada (3 gotas de
cloro/L de agua), con la finalidad de eliminar impurezas para evitar la
contaminacion y adulteracion de la muestra. Seguidamente se sec6 con papel
absorbente para evitar que quede adherido gotas de agua. Las naranjas fueron
separados considerando 100 unidades para cada sistema de almacenamiento
gue fueron: 4 °Ccon 75+ 2 % HR (T1), 12°C 45+ 2 % HR (T2)y 28 °C con
75 + 2 % HR (T3), el tiempo de almacenamiento fue durante 20 dias con

evaluaciones cada 5 dias.

3.5.2 Preparacion de la muestra
Para la preparacion de la muestra se siguio el flujograma de la

Figura 6 la misma que se detalla a continuacion:
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Pelado: Se realiz6 de manera manual con un cuchillo de acero inoxidable para
extraer el flavedo (cascara) de las naranjas, teniendo cuidado de no hacer
cortes bruscos para evitar afectar la pulpa o que restos de cascara se queden
impregnados en la superficie del fruto. Cortado: Se realizd un corte transversal
a cada fruto con la ayuda de un cuchillo. Exprimido: La obtencion del zumo
fue de manera manual contando para ello con la ayuda de una exprimidora.
Filtrado: Para ello se utilizé un tamiz de 2 mm de malla con el objetivo de
separar o eliminar restos de semillas, vesiculas de zumo y albedos del
mesocarpio del fruto. Centrifugado: Inmediatamente después del filtrado se

centrifugd a 10000 rpm a 4 °C/10 minutos

Naranias

T1=4°C T2=12°C T3=28°C
| |

4

Pelado

'
Cortado

'
Exprimido
'

Filtrado

|

Centrifuaado

Figura 6. Diagrama de proceso para los analisis fisicoquimico, vitamina C,
polifenoles totales y capacidad antioxidante (DPPPH y ABTS) en la

naranja almacenada.
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3.5.3 Caracterizacion fisicoquimica de la naranja durante el
almacenamiento

Determinacion de los solidos solubles totales: Los sdlidos solubles totales
se determind por el método Optico de refractdmetro a 20 °C para lo cual fue
necesario el uso de un refractometro digital que se calibro previamente con
agua destilada, se tom6 una alicuota del zumo de cada tratamiento previa
filtracion en el lector del equipo y se procedid a la lectura, se realizo tres
repeticiones para cada almacenamiento.
Determinacion del pH: El zumo de la naranja se filtr6 y se tom6 una alicuota
de 10 ml se coloco en un vaso de 50 ml; se introdujo el electrodo del pH-metro
a la muestra, se verifico su estabilidad y se registro la lectura, todos los analisis
se hicieron por triplicado
Determinacion de la acidez titulable: Se filtré el zumo de la naranja de los
diferentes tratamientos, se tomd 2 ml y se puso en un matraz Erlenmeyer,
luego se diluyo con 20 ml de agua destilada, se adiciona 3 gotas de
fenolftaleina al 0,1 % y se procedi6 a la titulacion con NaOH al 0,1 N hasta
lograr el color a rosado, todo los analisis se hicieron con tres repeticiones. El
porcentaje de acidez se calculé siguiendo la formula que se presenta a

continuacion y

. Gx NxMeq
% acidez = —w 100 (1)
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Donde:
G : Volumen (ml) gastado de la sustancia valorante. N : Normalidad del alcali o
sustancia valorante (0,1 N). Meq : Valor del miliequivalente en gramos del acido

citrico (0,064). M : Volumen del zumo.

Determinacion de la pérdida de peso: Se tomd cinco frutas al azar de cada
tratamiento y se procedié al pesado, el porcentaje de pérdida de peso se

calculo con la siguiente formula

f
% perdida de peso = x 100 (2)

i
Donde:
Pi : Peso inicial (g) de la naranja en el dia cero.
P: : Peso final (g) de la naranja en cada dia de evaluacion.

Los resultados fueron analizados mediante el disefio completo al
azar (DCA) (SAEZ, 2012), en los tratamientos donde hubo diferencia

estadistica se procedié a determinar la prueba de Tukey p<0,05, para ello se

utilizé el programa SAS versiéon 9,2.

3.5.4 Cuantificacion de la vitamina C de la naranja durante el
almacenamiento.
3.5.4.1. Elaboracion de la curva estandar del acido ascérbico
Para determinar la curva estandar del acido ascorbico se utilizo el
colorante (2,6 diclorofenolindolfenol) a una concentracion de 12 mg/L con agua
destilada y como agente reductor se empled el acido ascorbico quimicamente

puro al 0,1 % con una solucion de acido oxalico al 0,4 %, las concentraciones
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para la curva estandar estuvo comprendido entre 1 a 5 mg A.A./100mL, la

forma de preparacion se presenta en el siguiente Cuadro.

Cuadro 4. Preparacion de las concentraciones para la curva estandar de acido

ascorbico.
Tubos Acido ascorbico (A.A)) + Acido oxalico mg/100 mL
Cy 10 pl de acido ascorbico (0,1%) + 990 pl de ac. Oxalico al 0,4% 1
C, 20 pl de acido ascérbico (0,1%) + 980 pl de ac. Oxalico al 0,4% 2
Cs 30 pl de acido ascérbico (0,1%) + 970 pl de ac. Oxalico al 0,4% 3
Ca 40 ul de acido ascorbico (0,1%) + 960 pl de a4c. Oxalico al 0,4% 4
Cs 50 ul de acido ascorbico (0,1%) + 950 ul de ac. Oxalico al 0,4% 5

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de los tubos para los

respectivos analisis, para el tubo | se ajust6é con la absorbancia a cero, con el

tubo Il obtengo la absorbancia denominada (L1), nuevamente ajusto a cero la

absorbancia con el tubo Il y con el tubo IV obtengo la absorbancia denominada

(L2), haciéndose asi para todos los estandares de trabajo, todas las lecturas se

hicieron con tres repeticiones y la absorbancia fue leida a 520 nm en el

espectrofotometro. Con los resultados obtenidos de la absorbancia (L1 — L2)

en el eje de las ordenadas vs concentracion (mg A.A/ml) en el eje de las

abscisas se procedio a realizar la regresién lineal y su respectivo coeficiente de

correlacion.
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Cuadro 5. Contenido de los tubos para la lectura en el espectrofotdmetro.

Tubo Contenido

I 1000 pl de agua destilada
I 100 pl de ac. Oxalico al 0,4% + 900 pl de colorante
1] 100 pl estandar de trabajo(C; - Cs) + 900 ul agua destilada

A 100 pl estandar de trabajo(C; - Cs) + 900 pl de colorante

Fuente: Elaboracion propia

3.5.4.2. Cuantificacion de lavitamina C

A partir de las muestras almacenadas en los diferentes sistemas 4,
12 y 28 °C se realizo6 la evaluacion a cada 4 dias por un espacio de 20 dias a
excepcion del dia cero que fue instantdnea y sin refrigerar, los analisis se
hicieron teniendo en cuenta la precision y la rapidez para evitar que factores
como el traslado de la muestra o la demora en las lecturas se constituyan como
posibles variables de interferencia. En el zumo de cada muestra filtrado y
centrifugado se prepar6 las soluciones de trabajo (diluciéon 1:20) tal como se

muestran en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Preparacion de las soluciones de trabajo para la cuantificacion de

vitamina C.
Dilucién del zumo: 1:20 Reaccion en el espectro
Dias Zumo 4&c. oxalico (0,4%) VoI.umen Z.ur.no Colorante VoI.umen

(uL) (uL) final diluido (L) final

(mL) (HL) (mL)
0 50 950 1 100 900 1
4 50 950 1 100 900 1
8 50 950 1 100 900 1
12 50 950 1 100 900 1
16 50 950 1 100 900 1
20 50 950 1 100 900 1

Fuente: Elaboracion propia

Para hacer la lectura en el espectrofotbmetro primero se ajusto la
absorbancia a cero con el agua desionizada y en otro tubo se agregd 100 pL
de acido oxalico al 0,4 % més 900 pL del colorante (2,6 diclorofenolindofenol)
(L1), para obtener la lectura denominada L, se ajustdé nuevamente la
absorbancia a cero para ello agrego en el tubo respectivo 100 uL de muestra
(T1,T2,T3) mas 900 pL de agua desionizada y finalmente agrego en otro tubo
100 pL de muestra (T1,T2Tg) mas 900 pL de colorante (2,6
diclorofenolindofenol) y registro la lectura respectiva. Todas las lecturas se
hicieron por triplicado y las absorbancias se registraron después de 15
segundos y a 520 nm. Para obtener las cantidades de acido ascorbico se

utilizé la siguiente ecuacion:
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As20 nm= Acontrol(L1) = Amuestra (L2)  (3)

Donde: A es la absorbancia
Con el valor obtenido de la ecuacion se reemplazo en la ecuacion
dada por la curva estandar y despejo la variable “x”, finalmente multiplico por el
factor de dilucion (20) y se logré obtener la concentracion de vitamina C en
mg/mL de zumo para cada citrico. Los resultados fueron analizados mediante
el disefio completo al azar (DCA) (SAEZ, 2012), en los tratamientos donde
hubo diferencia estadistica se procedié a determinar la prueba de Tukey

p<0,05, para ello se utilizé el programa SAS version 9,2 (espafiol).

3.5.5 Cuantificacion de polifenoles totales de la naranja durante el
almacenamiento
3.5.6.1. Determinacién de la curva estandar
La curva estandar se preparé realizando una solucion stock de 10
mL de acido galico a una concentracion de 1 mg/mL a partir de ello se hicieron
las concentraciones siguientes: 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL cada
solucion se prepar6 por triplicado. En cada tubo se agregd 1580 pyL de agua
desionizada y 20 pL de muestra control y estdndares, se homogenizo
ligeramente, luego se adicion6 100 pL de solucién fenol folin ciocalteu, se
incubo por 1 min a temperatura ambiente; se neutraliz6 la reacciéon agregando
300 pL de Na,CO;3; al 20% y finalmente se incub6 por 2 h a temperatura
ambiente. Luego se realizo la lectura en el espectrofotometro UV/VIS a 700 nm,
con los resultados obtenidos se graficd la concentracion vs absorbancia, luego

se procedié a determinar la ecuacion y el coeficiente de correlacion.
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3.5.6.2. Cuantificacion de polifenoles totales

El procedimiento para la cuantificacion de polifenoles totales se
realiz6 adicionando en los tubos de ensayos para cada tratamiento 1580 pL de
agua desionizada, 20 pL de muestra directa, 100 pL de fenol folin ciocalteu y
finalmente 300 pL de Na,COj3; al 20% y se incubo por 2 h a temperatura
ambiente y oscuridad, luego se hizo lectura en el espectrofotémetro UV/VIS a
una longitud de onda de 700 nm. Las absorbancias obtenidas fueron
reemplazadas en la ecuacion de la curva estandar y expresadas en equivalente
de acido galico (g EAG/100 g). Los resultados fueron analizados mediante el
disefio completo al azar (DCA) (SAEZ, 2012), en los tratamientos donde hubo
diferencia estadistica se procedi6 a determinar la prueba de Tukey p<0,05,

para ello se utilizo el programa SAS version 9,2.

3.5.6 Determinacion de la capacidad antioxidante de la naranja
durante el almacenamiento.

3.5.6.1. Capacidad de inhibir radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

(DPPH).

El procedimiento para la evaluacion de la capacidad antioxidante
para inhibir el radical DPPH, primeramente se preparé una solucién stock de
DPPH a 1mM (0,0394 g de DPPH en 100 mL de etanol al 96%) y se almacend
a 4°C protegido de la luz. A partir de este stock se preparé 50 mL a 100 uM en
etanol al 96%, luego se le midi6é su absorbancia a 515 nm/5 minutos y la lectura

estuvo comprendida en un valor cercano a 1,0, manteniéndose constante a lo
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largo del tiempo de reaccion. La inhibicion del radical DPPH" en el zumo de las
naranjas se realiz6 cada 4 dias, el dia cero fue al momento de instalar el
experimento. Con la muestra inmediatamente se realizo la preparacion de las

concentraciones de trabajo tal como se pueden ver en el siguiente Cuadro:

Cuadro 7. Preparacién de las concentraciones de trabajo en el zumo de

naranja para DPPH"

Concentracion Agua desionizada Zumo Volumen final
(ug/mL) (L) (WL) (WL)
400 600 400 1000
300 700 300 1000
250 750 250 1000
200 800 200 1000
150 850 150 1000
100 900 100 1000

Fuente: Elaboracion propia

Para hacer las lecturas se tom6 una cubeta y se adicion6 25 L de
cada concentracion y 975 uL de solucion DPPH™ a 100 pM, la inhibicién de los
radicales libres se determiné por la degradacion del color violeta a amarillo, la
lectura se realizo en el espectrofotometro de UV/VIS a 515 nm con un tiempo
de 5 minutos a intervalos de tiempo de 30 segundos. Para determinar el
porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente ecuacion:

AbsControl — AbsMuestra)
AbsControl

% lInhibicion DPPH :{( }xlOO

4)
Dénde: Abs Control: Absorbancia del control

Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 5 minutos.
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Para calcular el valor de ICsy se graficd los valores de la
concentracion (ug/mL) en el eje de las abscisas vs el coeficiente de inhibicidn
(%) de cada concentracion en el eje de las ordenadas, luego se obtuvo la
ecuacion de la regresion lineal, de la cual se obtendra la concentracién media
efectiva (ICsg). Los resultados de la capacidad de inhibir (ICso) el radical DPPH+
fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA) (WAYNE, 2004),
en los tratamientos donde hubo diferencia estadistica se procedioé a determinar

la prueba de Tukey p<0,05, para ello se utilizo el programa SAS version 9,2.

3.5.6.2. Determinacién del Coeficiente de Inhibicion (ICsp) del
radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolino — 6 - &cido
sulfénico) ABTS"

Para determinar el coeficiente de inhibicién del radical ABTS" se
prepar6 en una fiola 10 ml de solucion stock de ABTS® a 7 mM en agua
destilada desionizada, se agitd hasta la solubilizacion completa del compuesto,
paralelamente también se preparo la solucion de persulfato de potasio (K2OgS,)
de 140 mM en una fiola de 10 ml con agua destilada desionizada se agitd
hasta su completa solubilizacion, luego se tom6 una alicuota de 200 pl de la
solucion de persulfato de potasio de 140 mM y se adiciond a la solucion de
stock de ABTS" de 7 mM se agitd en un vortex hasta su total solubilizacién y se
almacené a temperatura ambiente protegido de la luz por 16 horas, al siguiente
dia se tom6 1 ml en una fiola de 50 ml y se enrazdé con agua destilada
desionizada se midid su absorbancia a 735 nm/5 minutos y la lectura estuvo

comprendida entre 0,7 - 1,200 manteniéndose constante a lo largo del tiempo
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de reaccion. La inhibicion del radical ABTS" en los zumos de naranja se realizo
cada 4 dias por 20 dias a excepcion del dia cero que fue instantanea, con cada
muestra se preparo las concentraciones de trabajo tal como se pueden ver en

el siguiente Cuadro:

Cuadro 8. Preparacién de concentraciones de trabajo en el zumo de naranja

para ABTS"
Concentracion Agua desionizada Zumo Volumen final
(Mg/mL) (ML) (ML) (pL)
400 600 400 1000
300 700 300 1000
250 750 250 1000
200 800 200 1000
150 850 150 1000
100 900 100 1000

Fuente: Elaboracion propia

Para hacer las lecturas se tom6 una cubeta y se adicioné 20 uL de
cada concentracion de trabajo y 980 uL de solucion ABTS®, se realizo la
lectura en un espectrofotometro de UV/VIS a 735 nm con un tiempo de 5
minutos en intervalos de tiempo de 30 segundos. Para determinar el porcentaje

de inhibicién se utiliz6 la siguiente ecuacion:

. . L4 AC m
% Inhibicion ABTS = VR X100 (5

Donde:
A:: Absorbancia de los control.

Am: Absorbancia de las muestra en funcion del tiempo (5minutos).
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Para calcular el valor de ICso se graficé los valores de la
concentracion (ug/mL) en el eje de las abscisas vs el coeficiente de inhibicidn
(%) de cada concentracion en el eje de las ordenadas, luego se obtuvo la
ecuacion de la regresion lineal y la concentracion media efectiva (ICso). Los
resultados fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA)
(SAEZ, 2012), en los tratamientos donde hubo diferencia estadistica se
procedi6 a determinar la prueba de Tukey p<0,05, para ello se utilizé el

programa SAS version 9,2.



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Caracterizaciéon fisicoquimica de la naranja durante el
almacenamiento.
4.1.1. Cuantificacion de solidos solubles totales.

Los sdlidos solubles son una variable de la calidad de los frutos ya
que es un cambio bioquimico importante que sufren los hidratos de carbono;
segun los resultados del Cuadro 9 y Figura 7, en el dia cero antes de ser
sometido a los sistemas de almacenamiento los grados Brix del jugo de naranja
fue 9,14 este valor se encuentra dentro de lo reportado por URIBE et al. (2013)
en diferentes naranjas injertadas maduras 10,8 a 12,87 °Bx; ALSINA et al.
(2012) en naranjas del grupo valencia late 9,50 + 0,62, Midknight 8,98 £ 0,29 y
valencia seedless 9,0 + 0,43 °Bx; SOSA et al. (2012) en naranjas 8,6 y 11,2
°Brix. MARCILLA et al. (2006) naranja valencia 9,61°Brix; RAPISARDA et al.
(2008) naranja valencia cosechada 10,47 °Bx; ARIZA et al. (2010) en
naranja valencia cosechados en diciembre 2008 a setiembre del 2009 entre
7,7y 9,6 °Brix y entre diciembre a julio 8,7 °Brix. Esta medida de los grados
Brix estan dentro del rango de madurez mencionado por USDA (1997), para las
naranjas Valencia cultivado en el clima subtropical debe superar el valor

minimo requerido 9,0 Brix, en los EE.UU.
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Cuadro 9. Resultados de los grados Brix (°Bx) durante el almacenamiento de

la naranja a diferentes temperaturas.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 9,14 + 0,07 9,14 + 0,07 9,14 + 0,07
4 9,14 £ 0,13 9,48 £ 0,20 9,24 + 0,08
8 9,52+0,28 10,32 +£ 0,39 9,58 £ 0,44
12 9,56 + 0,08 10,50 £ 0,51 9,52 + 0,55
16 9,74 £ 0,47 10,48 + 0,39 10,16 + 0,48
20 10,04 + 0,67 10,52 + 0,33 10,92 + 0,51

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=5) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin andlisis estadistico.

12.00

11.50 -

11.00

10.50
——T1 (4°C)

—B—T2 (12°C)
T3 (28°C)

Brix

10.00

9.50

9.00 |

8.50 T T T T 1

Dias
Figura 7. Comportamiento de los grados Brix durante el almacenamiento de la

naranja a diferentes temperaturas.

A los 4 dias de almacenamiento a 4°C los grados Brix no

cambiaron pero si en 12 y 28°C, esto podria deberse al frio que retrasa los
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procesos tal como lo menciona GONZALEZ-CABRERA (2010) que las
temperaturas de refrigeracion reducen el crecimiento microbiano y la actividad
enzimatica.

A los 8 y 12 dias las naranjas almacenadas a 12°C siguieron
aumentando los grados Brix (10,32 a 10,50) concordando con MARCILLA et al.
(2006), que la naranja almacenada a 15 °C por 2 semanas tuvo 10,28 °BX;
comparado con las naranjas almacenadas a 4 °C el valor de los Brix estuvo
entre 9,52 a 9,56 esto podria deberse a la temperatura que influencia
directamente todo lo relacionado con procesos enzimaticos, tasas de
respiracion y produccién de etileno, provocando de 2 a 2,5 veces mas de estos
procesos por cada aumento de 10 °C (EDA, 2006)

A los 16 dias de almacenamiento no se encontro diferencia
estadistica entre los sistemas de almacenamiento (A-llld) pero si diferencia
numeérica el aumento en los grados Brix se dio a 28°C (10,16) este
comportamiento puede ser explicado por LADINAYA, (2008) las temperaturas
afectan la maduracion de la fruta citrica. Para la temperatura de 12°C los
grados Brix disminuyeron ligeramente de 10,50 a 10,48, esto puede deberse a
qgue la sintesis de azucares en los citricos cosechados sucede a partir de
disminucién de los acidos organicos pero el aumento de enzimas glucoliticas
invierte el comportamiento (RAPISARDA et al., 2008).

A los 20 dias tampoco no se encontr¢ diferencia estadistica entre
los tres sistemas de almacenamiento (A-llle), pero cabe resaltar que a 4°C se
tuvo el menor valor en grados Brix 10,04, esto concuerda con lo citado por

PEREZ-APARICIO et al. (2008) las temperaturas bajas provocan la subida en
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la concentracion de solidos solubles lentamente. Segun nuestros resultados
concuerda con lo reportado por MARCILLA et al. (2006) en naranjas
almacenada 5°C a las 4 semanas 11,11 °Bx. RAPISARDA et al. (2008) en
naranja Valencia almacenada a 6 £+ 1 °C a los 20 dias de 10,81 °Bx. LA
FUENTE et al. (2007) naranjas envasadas en envases de poliéster
almacenada 3 °C, 85% HR por 4 semanas el Brix se incrementd de 8,85 a
10,25. El aumento puede deberse a un mecanismo defensivo del fruto contra
frio; al aumentar la concentracion de azlUcar disminuiria el punto de
congelacion del mismo. A los 12 °C el valor nuevamente se incrementd
10,52°Brix y a 28 °C terminé 10,90 Brix concordando con lo mencionado por
LADANIYA (2008), que a mayor temperatura de almacenamiento de los

citricos, causa un mayor aumento de la SST

4.1.2. Cuantificacion de acidez

El contenido de acido de la fruta cambia segun la madurez y afecta
el sabor, realizando la evaluacion en los tres sistemas de almacenamiento en el
dia cero el valor fue 1,34 % &cido citrico, como se sabe la acidez
conjuntamente con los azucares son los principales marcadores de calidad en
los frutos citricos (MARCILLA et al., 2006), por esta razén, el valor AT (Acidez
titulable) influye en la calidad del sabor de la frutas (FATTAHI et al., 2011). El
valor de acidez reportado concuerda con lo citado por REKHA et al. (2012) en
naranja madura 1,024 a 1,075 % &cido citrico. RUSSIAN (2006) en naranja
criolla injertada 0,80 a 1,08 y la naranja valencia 0,75 a 1,34 % &cido citrico.

ARIZA et al. (2010) en naranja valencia varié entre 0,66 y 1,00 % de acido
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citrico. AL-JUHAIMI y GHAFOOR (2013) la naranja valencia tuvo 1,69 + 0,06%
de acidez.
Cuadro 10. Resultados de acidez (% acido citrico) durante el almacenamiento

de la naranja a diferentes temperaturas.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 1,34 + 0,01 1,34 + 0,01 1,34 + 0,01
4 1,10 + 0,03 1,08 + 0,07 1,04 + 0,05
8 0,99 + 0,07 1,07 + 0,04 0,97 + 0,04
12 0,97 + 0,04 1,02 + 0,04 0,93 + 0,05
16 0,94 + 0,03 0,86 + 0,01 0,91 + 0,05
20 0,90 + 0,03 0,85 + 0,04 0,80 + 0,04

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=5) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin andlisis estadistico.
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1.0000 -

% acido citrico
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0.7000 T T T T T 1
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Figura 8. Comportamiento de la acidez durante el almacenamiento de la

naranja a diferentes temperaturas.
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A los 4 y 8 dias de almacenamiento no existe una diferencia
significativa en los tratamientos (A-IVa, A-IVb), pero cabe resaltar que a 4°C la
acidez disminuyo de 1,10 = 0,03 % a 0,99 + 0,07 %, concordando con LA
FUENTE et al. (2007) las naranjas almacenadas a 3°C y 85% HR a un tiempo
de 7 dias tuvo una acidez de 0,92 %, DEL CARO et al. (2004) menciona que
existe una ligera disminucién de la acidez en la naranja almacenada a 4 °C en
los dias 4 y 8 (0,94 a 0,92 %). Para el caso del almacenamiento a 12°C y 28°C
no existid mucha variacion de acidez de 1,08 + 0,07 a 1,07 £ 0,04, y 1,04 £ 0,05
% a 0,97 £ 0,04 % respectivamente; concordando con REINA et al. (1995) la
naranja almacenada a 28 °C con 60 % HR tuvo una acidez de 1,29 a los 4 dias;
ROONGRUANGSRI et al. (2013) las mandarinas almacenados a 25°C, 85 + 2
% HR a los 5 y 10 dias tuvo una variacion de acidez de 0,79 % a 0,76 %, la
disminucion en el contenido de acido citrico durante el almacenamiento de los
citricos podria ser debido a la utilizacion de &cidos organicos para la
produccion de energia.

Analizando el mismo Cuadro 10 y la Figura 8 podemos ver que en
los dias 12 y 16 continua descendiendo la acidez en todo los tratamientos, las
naranjas almacenadas a 4 °C disminuye de 0,97 = 0,04 a 0,94 + 0,03 %; al
respecto LA FUENTE et al. (2007) menciona que las naranjas almacenadas a
3°C y 85% HR a 14 dias tuvo una acidez de 0,90 %, ROONGRUANGSRI et
al. (2013) las mandarinas almacenados a 5°C, 58 + 2 % HR tuvo una acidez
0,79 % a 14 dias. Para el caso del almacenamiento a 12 °C la acidez

disminuyo de 1,02 + 0,04 - 0,86 = 0,01, lo cual podria deberse a la temperatura,
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segun AGUSTI et al. (2003) el descenso en la acidez se ha atribuido a la rapida
respiracion de acidos organicos que tiene lugar a temperaturas altas.

A los 20 dias tampoco no se encontré diferencia estadistica entre
los tres sistemas de almacenamiento (A-IVe), pero cabe resaltar que a 4°C
tuvo el mayor valor de acidez 0,90 + 0,03 y el menor correspondio a 28 °C
0,80 + 0,04; los &cidos organicos son substratos respirables por lo que se
encuentran muy ligados a la respiracion (AGUSTI et al., 2003). La pérdida de la
acidez durante el almacenamiento es una consecuencia de la actividad
respiratoria de los frutos citricos (OBENLANDA et al., 2011). La temperatura
influye directamente sobre la respiracion y si la temperatura de
almacenamiento es mayor a la recomendada la velocidad de respiracion es
mas alta, generando una mayor cantidad de calor, con el uso de temperaturas
bajas, se reducir la respiracion y ayuda a prolongar su vida de poscosecha
(EDA, 2006). Con respecto a los valores reportados concuerdan con lo citado
por SRIJAYA et al. (2011) mencionando que los estudios han demostrado que
la acidez titulable fue menor en los citricos almacenados a 6£1°C y 8+1°C que
en frutos almacenados a 20-30°C, concordando con LADANIYA (2008) que las

naranjas y la mandarina se pueden almacenar mejor entre 4y 6 ° C.

4.1.3. Cuantificaciéon de pH
El pH es uno de los parametros quimicos que permite expresar la
acidez de la naranja, se le considera un indicador de madurez, ya que su valor
tiende a aumentar a medida que el estado fisioldgico del fruto pasa de verde a

maduro, con respecto al pH los resultados se presentan en el Cuadro 11 y
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Figura 9 en donde podemos apreciar que en el dia cero fue 3,71, TOLEDO
(2009) nos indica el pH de naranja Valencia varia por lo general entre 2,9y 3,9;
REKHA et al. (2012) indica que el pH de los zumos de frutas citricas varia de
3,50 a 4,33; SOSA et al. (2012) menciona que las naranjas utilizadas para los
ensayos tenian un pH promedio de 4,4, SUPRADITAREPORN y PINTHONG,

(2007) los zumos de naranja tenian un pH entre 3,4y 4,0.

Cuadro 11. Resultados de pH durante el almacenamiento de la naranja a

diferentes temperaturas.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 3,71+ 0,01 3,71+ 0,01 3,71+ 0,01
4 3,77 + 0,04 3,80 + 0,04 3,84 + 0,03
8 3,84 +0,03 3,79 + 0,04 3,86 + 0,06
12 3,89 + 0,02 3,85 + 0,02 3,88 + 0,06
16 3,90 + 0,13 3,86 + 0,02 3,90 + 0,02
20 3,90 + 0,03 3,93 + 0,07 3,95 + 0,01

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=5) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin analisis estadistico.
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Figura 9. Comportamiento del pH durante el almacenamiento de la naranja a

diferentes temperaturas.

A los 4 y 8 dias de almacenamiento no hubo diferencia estadistica
significativa (A-Va, A-Vb) entre los sistemas de conservacion, pero si hubo
aumento en el pH en todo los sistemas, a los 4 °C el pH vario de 3,77 a 3,84
concordando con lo reportado por SRIJAYA et al. (2011) el pH de la naranja
mosambi almacenada a 8 + 2 °C a 7 dias fue 4,1. A los 28 °C el pH vari6é de
3,84 a 3,86 este comportamiento puede ser explicado por REINA et al. (1995)
gue durante el proceso de almacenamiento, las frutas citricas pierden sus
condiciones iniciales de pH como consecuencia del incremento en los azucares
expresados como sélidos solubles.

Analizando el mismo Cuadro 11 y la Figura 9 podemos ver que en
los dias 12 y 16 continua aumentando el pH en todo los tratamientos pero entre

los sistemas no se encontré diferencia significativa (A-Vc, A-Vd) SRIJAYA et al.
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(2011) menciona que en el periodo de almacenamiento de las frutas citricas
existe una tendencia al aumento del pH. A los 4 °C y 28 °C tuvo un valor de
3,89 a 3,90 y 3,88 a 3,90 lo cual esto concuerda con ROONGRUANGSRI et al.
(2013) que la mandarina' Sai Num Phueng'y ‘See Thong' tuvo 3,75y 3,90a 5 °
C durante 14 dias y a los 25 ° C durante 15 dias tuvo un valor de 3,77 y 3,90,
ante estos resultados REINA et al., (1995) menciona que el aumento del pH
para el caso de la naranja y la mandarina, al contrario del limon es benéfica
debido a que aumenta su dulzura y por tanto su calidad, hasta el momento en
gue empieza el deterioro de la fruta terminando en su pudricion.

A los 20 dias no se encontrd diferencia estadistica significativa,
pero a los 4 °C el pH no vario con respecto al dia 16, este comportamiento lo
explica SRIJAYA et al. (2011) las muestras (naranjas) mostraron un ligero
aumento en el pH hasta los 15 dias de almacenamiento, después de lo cual se
observé un aumento insignificante en las muestras refrigeradas. EI mayor valor
de pH podemos encontrarlo a los 28 °C al igual que en la acidez tuvo el menor
valor (Cuadro 11) este comportamiento es explicado por LADINAYA (2008) que
los acidos organicos son sustratos respiratorios en la fruta, teniendo el cociente
respiratorio mas que 1 (CO, producido / O, consumido) que indica la utilizacion
de acidos, principalmente acidos citrico y malico a través del ciclo TCA (acido
tricarboxilico), en la que los acidos se oxidan y ATPs se forman para la sintesis
de nuevos compuestos. Varios metabolitos se forman durante el proceso. Los
acidos organicos se utlizan durante la formacion de muchos flavor y
compuestos aromaticos, ademas el acido libre junto con las sales (K, Ca, Mg)

forma un sistema tampon muy eficaz. RAPISARDA et al. (2008) menciona que
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la acidez titulable en las naranjas disminuye y esta tendencia se refleja en los

niveles de pH que aumentaron significativamente al final del almacenamiento.

4.1.4. Cuantificacion de pérdida de peso

Las pérdidas de peso en los frutos se incrementan como
consecuencia de la transpiracion después de la cosecha y significa una
disminucién de la calidad y aceptabilidad. Las naranjas fueron almacenadas a
diferentes temperaturas y HR cuyos valores de pérdida de peso se describen
en el siguiente Cuadro 12, este comportamiento es explicado por GONZALEZ-
CABRERA (2010) las frutas frescas son tejidos vivos sujetos a continuos
cambios después de la cosecha. Una caracteristica muy importante es el hecho

de que respiran y también que transpiran.

Cuadro 12. Resultados de Pérdida de peso (%) durante el almacenamiento de

la naranja a diferentes temperaturas.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 0 0 0
4 3,53 +0,24° 7,55 + 0,862 4,57 +0,82°
8 6,13 + 0,27° 15,72 + 1,072 7,85+0,77°
12 9,52 + 0,78" 18,45 + 0,882 10,41 + 0,30°
16 12,62 + 1,20° 22,47 1,122 14,62 + 0,46"
20 14,70 + 0,97° 22,89 + 1,322 16,71 +0,27°

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=5) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin andlisis estadistico.
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Figura 10. Comportamiento en la pérdida de peso durante el almacenamiento

de la naranja a diferentes temperaturas.

A los 4 y 8 dias existi6 diferencia estadisticas significativa entre los
tratamientos (A-Vla, A-VIb), a la temperaturade 28 + 1 °C con 75+ 2 % HR la
pérdida de peso vario entre 4,57 a 7,85 %, REINA et al. (1995) menciona que
la pérdida de peso de la naranja almacenada a 28 °C con 60 % HR alos 4y 8
dias fue de 2,98 a 7,91 %. RODRIGUEZ et al., (2001) a 20 °C con 70 % HR por
6 dias se perdio 6 % de pérdida de peso, estas pérdidas pueden deberse a que
tras la recoleccién estas frutas continban respirando y transpirando, Yy
dependen exclusivamente de sus reservas alimenticias y de su propio
contenido en agua. En esta etapa, las pérdidas de sustratos respirables no se
compensan y se inicia el proceso de deterioro (GONZALEZ, 2014). Mientras
gue a la temperatura de 12 £ 1 °C con 45 + 2 % HR hubo una alta elevacion de

la pérdida de peso con 7,55 y 15,72 %, esto puede ser explicado por EDA,
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(2006) en condiciones de humedades relativas bajas el producto pierde agua
de los tejidos y esta asociada con la perdida de la calidad y peso de los
mismos, si el aire esta seco (baja humedad relativa), la humedad sera tomada
de los productos almacenados provocando el marchitamiento.

A los 12 y 16 dias existe diferencia estadistica entre los diversos
tratamientos (A-Vic, A-VId), existe una diferencia entre la pérdida de peso a los
4+1°Cy28=1°C con una similar humedad relativa de 75 + 2 % que fue de
10,41 a 14,62 % y 9,52 a 12,62 % respectivamente, esto es explicado por
(ROONGRUANGSRI et al., 2013) a mayor temperatura de almacenamiento se
tradujo en una mayor pérdida de agua, aumento de los SST y una caida de la
acidez. (SRIJAYA et al., 2011) menciona que la pérdida de peso es debido
principalmente a la transpiracion. La transpiracion no solo provocé la
desecacion y encogimiento, también acelera el reblandecimiento y la pérdida
de la apariencia atractiva de la fruta, pero el estrés hidrico resultante también
acelero la senescencia.

A los 20 dias de almacenamiento hubo diferencia estadisticas entre
los sistemas, obteniéndose una mayor pérdida de pesoalos12+1°Ca45+2
% HR con 22,89 + 1,32 %, explicado por EDA (2006) la humedad relativa del
aire en los cuartos de almacenamientos es el segundo factor importante en el
almacenamiento de frutas y hortalizas, (SALVADOR et al., 2007) menciona que
la transpiracion es mayor a una baja humedad del ambiente y a altas
temperaturas, las cuales no solo causa desecacion, arrugamiento y
ablandamiento sino que también acelera la senescencia. A la temperatura de 4

+1°Ccon 75+ 2 % HR tuvo la pérdida de peso mas baja con 14,70 % la cual
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podria deberse a la baja temperatura que fue almacenada como lo explica
MARTINEZ-JAVEGA (2002) en el almacenamiento a baja temperatura se
reduce el gradiente de presion de vapor de agua entre el fruto y la atmdosfera de
almacenamiento, con lo que disminuye la velocidad de pérdida de agua por

transpiracion.

4.2. Cuantificacion de la vitamina C de la naranja durante el
almacenamiento.
4.2.1. Curva estandar del acido ascorbico.

Para la cuantificacion de Vitamina C en los zumos de naranja fue
necesario establecer una curva de patron y se realizd utilizando &cido
ascorbico. Las concentraciones estuvieron comprendidas entre 0,005 a 0,04
mg/ml, los resultados de las absorbancias se presentan en el A-l1 con sus
respectivas repeticiones BADUI (2013) menciona que el &cido L — ascorbico
(CeHsOg) interviene en reacciones de o6xido-reducciéon y de hidroxilacion de
hormonas esteroidales y aminoacidos aromaticos, es estable a pH acido, muy
sensible a la temperatura y al oxigeno ya que se transforma en acido
dehidroascorbico

Segun los resultados del A-l la ecuacion encontrada es de primer
orden, en un diagrama de dispersion indica que las puntuaciones de la variable
dependiente Y (absorbancia) siguen una linea con respecto a la variable
independiente X (concentracién), segun SAEZ (2012) menciona que un modelo
matematico capaz de relacionar Y con X esta basada en una relacion de tipo

lineal. En la ecuacién encontrada tiene un R? = 0,9998 segiin GORGAS et al.
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(2011) indica que un r? cercano a 1 se ajusta mas a una linea recta y existe una

dependencia mas directa entre las variables.

4.2.2. Cuantificaciéon de la vitamina C

La vitamina C contiene acido L-ascOrbico (AA), asi como acido
dehidro-L-ascérbico (DHA), es uno de los antioxidantes mas populares, que
desempefian un papel crucial en la prevencién de dafios en la peroxidacion de
los sistemas biolégicos. En el Cuadro 13 y Figura 11 se presentan los
resultados de la cuantificacion de vitamina C en el zumo de naranjas
almacenados a diferentes temperaturas por 20 dias. Con respecto al dia cero
encontramos que las naranjas tuvieron 51,81 mg AA/ 100 ml de zumo,
concordando con AL-JUHAIMI y GHAFOOR (2013) el contenido de &cido
ascorbico en el jugo de naranja fue de 53,24 mg/100mL, KHOMDRAM y DEVI
(2010) las naranjas poseen alrededor de 50 mg AA/100 mL de zumo,
BASSALA y EL-HAMAHMY (2011) la naranja Washinton navel tuvo 48,4 mg
acido ascorbico/100 ml de jugo, por su parte LADINAYA (2008) menciona que
las naranjas contienen generalmente 40-70 mg de vitamina C / 100 ml de jugo.
NJOKU et al. (2011), menciona que los factores que afectan el contenido de
vitamina C en los citricos son las condiciones climaticas, el estado de madurez
de los frutos (especie y variedad), método de cosecha, manejo poscosecha, la
manipulacion y el almacenamiento. Segun AL-JUHAIMI (2014), las frutas
citricas a menudo son apreciadas debido a los altos contenidos de vitamina C
gue tienen multiples beneficios para la salud mediante la prevencion y curacion

de ciertas enfermedades.
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A los 4 dias de almacenamiento no existio diferencia estadistica
entre los sistemas de almacenamiento (A-VIla) pero si hubo una disminucion
del contenido de acido ascorbico en todo los tratamientos, este comportamiento
puede ser explicado por MAURICIO et al. (2005) la disminucion del &cido
ascorbico durante los 2 primeros dias de almacenamiento, puede estar
asociada a su alta tasa respiratoria en la que se generan EROS. En este
panorama, enzimas como ascorbato peroxidasa y ascorbato reductasa,
encargadas de detoxificar las células, pueden jugar un papel importante al usar
el acido ascorbico como sustrato y TARABIH y EL-METWALLY (2014),
menciona que la vitamina C de la naranja disminuye debido a la conversion de
acido ascorbico (AA) a acido dehidro-ascorbico (DHA) y la disminucién activa

del acido ascorbico.

Cuadro 13. Determinacién de vitamina C durante el almacenamiento de la

naranja a diferentes temperaturas.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 51,80 + 0,39 51,80 + 0,39 51,80 + 0,39
4 51,51 + 0,392 50,91 + 0,542 50,17 + 0,392
8 52,55 + 0,522 51,51 + 0,39% 50,77 + 0,26"
12 53,00 + 0,682 52,40 + 0,642 51,06 + 0,90
16 53,15 + 0,59 53,29 +0,59° 51,21 + 0,522
20 53,34 + 0,58° 53,44 + 0,452 51,21 + 0,682

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin analisis estadistico.
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Figura 11. Comportamiento de la vitamina C durante el almacenamiento de la

naranja a diferentes temperaturas.

A los 8 dias se encontrd que existe diferencia significativa entre los
sistemas almacenamiento (A-VIIb), a 28°C se tuvo el menor contenido de
vitamina C (50,77 = 0,26) y a 4°C fue el mayor (52,55 * 0,52), este
comportamiento puede aducirse que se debe a lo reportado por LADINAYA
(2008), menciona que el contenido de acido ascorbico (vitamina C) disminuye
durante el almacenamiento de las frutas citricas bajo ambiente, esta pérdida es
mas rapida a temperaturas mas altas.

A los 12 y 16 dias de almacenamiento no hubo diferencia
estadistica significativa en los tres tratamientos (A-Vllic y A-VIid), en los
sistemas de almacenamiento de 4 y 12 °C el contenido de acido ascérbico
aumento (53,00 a 53,15y 52,40 a 53,29) tal puede deberse a lo explicado por

HAMEDANI et al. (2012), la temperatura baja afecta positivamente a la
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acumulacion del contenido de vitamina C durante el almacenamiento de frutas,
asi mismo PEREIRA et al. (2013), menciona que la naranjas valencia Delta
almacenadas a7 £ 2 °C y 85 + 2% HR por 16 dias tuvo un aumento de 18,6 %
de acido ascorbico. A la temperatura de 12 °C (45 + 2 % HR) se ve que hay un
aumento de vitamina C como también de los solidos solubles segun LADINAYA
(2008) existe una correlaciéon entre el contenido de &cido ascérbico y el
contenido de azucares reductores (azUcares hexosa) sugieren que estos
componentes estan asociados en la sintesis de acido ascorbico.

A los 20 dias de almacenamiento no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos (A-Vlle) segun el Cuadro 13 y la Figura 11
podemos indicar que el mayor contenido de vitamina C se encuentra a la
temperatura de 12 °C (45 = 2 % HR) con 53,44 £+ 0,52 y el menor fue a 28 °C
(75 £ 2% HR) 51,21 + 0,68 mg acido ascorbico/ 100 ml de jugo; segun NJOKU
et al. (2011) cuanto menor sea la temperatura mayor sera la concentracién de
vitamina C en el jugo de la fruta y una temperatura mas alta no favorece
vitamina C. A la temperatura de 12 °C se observa el mayor contenido de acido
ascorbico lo cual puede estar relacionado con la perdida de agua de las
naranjas tal como menciona LADINAYA (2008) cuando la fruta pierde agua la
concentracion de sus solidos tienden a aumentar y al igual que el acido
ascorbico. Durante los 20 dias de almacenamiento a 28 °C la concentracion de
vitamina C disminuye (Cuadro 13) segun DA SILVA (2012), las frutas
expuestos a una temperatura mas alta pueden iniciar tempranamente su
senescencia, en el que el acido ascoérbico se consume en reacciones

oxidativas, por lo cual cuanto mayor es la temperatura de almacenamiento del
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fruto, menor es el grado promedio de AA. A la temperatura de 4 °C tuvo 53,34 +
0,58 mg Acido Ascorbico/100 ml concordando con BASSALA y EL-HAMAHMY
(2011) que las naranjas navel Washinton y valencia almacenadas a 1 °C y 85-
90% de humedad relativa a los 20 dias fue 52,4 y 56,5 mg/100 ml de jugo
respectivamente.

De las muestras analizadas podemos indicar que estos tienen alto
contenido de vitamina C y pueden cumplir con el requerimiento diario tal como
lo indica BADUI (2013) para el hombre adulto se recomienda una ingesta diaria
de 50 mg, al igual que LADINAYA (2008), la ingesta diaria para un adulto se
estima de 30-60 mg/dia y una naranja al dia puede cumplir con este requisito y
asegurar una buena salud, asi mismo GARCIA et al. (2003) menciona que la
ingesta diaria del acido ascorbico debe ser igual a la cantidad que se excreta o
destruye por oxidacion. Los seres humanos adultos pierden 3 a 4 % de sus
reservas corporales al dia, para conservar una reserva corporal de 1500 mg de
acido ascorbico o mas en un varon adulto, se requeria de la absorcion de unos

60 mg/dia.

4.3. Cuantificacion de polifenoles totales de la naranja durante el
almacenamiento.

Para la cuantificacion de polifenoles totales en los zumos de
naranja fue necesario establecer una curva de patron y se realizd utilizando
acido galico. Las concentraciones estuvieron comprendidas entre 1,0 a 0,05
mg/mL, los resultados de las absorbancias se presentan en el A-ll con sus

respectivas repeticiones. AQUINO et al. (1989) indica que el método de folin
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ciocalteu permite medir fenoles totales y para la cuantificaciéon debe crearse la
curva de calibracidén y puede realizarse con acido galico (EGA), porque este es
un compuesto estable y se pierde solo 5% de su valor real después de dos
semanas de refrigeracion y tapado. Realizando la regresion entre la
absorbancia y la concentracién de acido géalico se encontré un R? = 0,9996, la

ecuacion encontrada es de primer orden teniendo como variables ‘y
(absorbancia) y “x” (concentracion mg/mL), esta alta correlacion encontrada
permite afirmar que la curva tuvo buen ajuste al modelo matematico, al
respecto HERNANDEZ et al. (2006) menciona que el valor de R?> = 0,9918
indica que existe una relacién positiva muy fuerte casi perfecta.

Los compuestos fendlicos o polifenoles, constituyen un grupo
bastante amplio de sustancias quimicas, que se caracterizan por poseer una
actividad antioxidante. En el Cuadro 14 y Figura 12 se presenta los resultados
de la cuantificacion de polifenoles totales durante 20 dias. Con respecto al dia
cero tenemos 55,80 mg EAG / 100 ml de zumo, este dato se encuentra cercano
a lo reportado por HAMEDANI et al. (2012) en naranja 52,16 mg EAG/100ml,
PEREIRA et al. (2013) en el jugo de naranja 50,4 mg EAG / 100 ml, FATTAHI
et al., (2011) en naranjas de variedad Siavaraz 53 mg EAG/100ml| y SOSA et
al. (2012) varia de 37,3 a 47,3 mg EAG/100 ml, la variacion en el contenido de
polifenoles puede deberse a lo indicado por HASHEMPOUR et al. (2013) el
contenido fendlico y la composicion de los frutos dependen de los factores
ambientales, asi como las condiciones de procesamiento postcosecha. Asi

mismo CONTRERAS-OLIVA et al. (2012) y GHASEMI et al. (2009) menciona

gue los citricos contienen compuestos fendlicos como flavonona, flavonoides
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(hesperidina, narirutin y naringina) y acidos hidroxicinamicos (representados
por los &cidos ferdlico, caféico, sinapico y p-cumarico), estos son los fenoles
mas importantes en la fraccion soluble en agua.

Cuadro 14. Determinacion de polifenoles totales durante el almacenamiento de

la naranja a diferentes temperaturas.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 55,80 + 0,56° 55,80 + 0,562 55,80 + 0,562
4 57,10 + 0,55" 60,00 + 0,502 59,40 + 0,40°
8 59,37 + 0,58" 61,03 + 0,28% 61,36 + 0,322
12 60,90 + 0,582 61,87 + 0,522 62,90 + 0,622
16 62,50 + 0,68" 66,00 + 0,32? 64,17 + 0,50%°
20 69,07 + 0,12° 79,20 + 0,122 70,30 + 0,21°

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin andlisis estadistico.

85.0000 -
80.0000 -
€ 75.0000 -
(=]
o
=
& 70.0000 - ——T1(4°C)
<
] —B—T2 (12°C)
£ 65.0000 - 13 (28°C)
60.0000 -
55-0000 'I T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24
Dias
Figura 12. Comportamiento de los polifenoles totales durante el

almacenamiento de la naranja a diferentes temperaturas.
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De 4, 8 y 16 dias de almacenamiento hubo diferencia significativa
en los tres sistemas (Allla, A-lllb, AVIIId) pero a 12 dias los tres sistemas de
almacenamiento fueron iguales (A-Vllic), por otro lado cabe resaltar segun los
resultados que en cada sistema de almacenamiento el contenido de polifenoles
totales aumentd, este comportamiento puede ser explicado por VAN DE
VELDE et al. (2013) los compuestos fendlicos estan involucrados en muchas
interacciones de las plantas en respuesta a factores de estrés biotico y abidtico,
por su parte LADINAYA (2008) menciona que los compuestos fendlicos
desempefian un papel importante en las defensas de las plantas, frutas y
flores.

A los 20 dias de almacenamiento hubo diferencia significativa en
cuanto a los sistemas de almacenamiento (A-Vllle) en el sistema a 4 °C, se ve
un aumento 20 % con respecto al valor inicial, este incremento encontrado es
superior a lo citado por PEREIRA et al. (2013) la naranja valencia delta
almacenadas a7 + 2 ° Cy 85 + 2% HR por 20 dias aumentd un 10 % en el
contenido de polifenoles totales. Asi mismo, MOHAMMADIAN et al. (2011)
indica que el incremento de los compuestos fendlicos en los tejidos durante el
tratamiento a baja temperatura puede ser debido a la adaptacién del
enfriamiento como mecanismos de defensa para el barrido ROS y también para
mediar en estas tensiones de estrés. ROYO (2010) menciona que se han
descrito genes marcadores de dafio en frutos citricos como son el gen B-1,3-
glucanasa y el gen fenilalanina-amonio liasa (PAL), el frio induce el mRNA de

la PAL. TOMAS-BARBERAN (2003) la conservacion a bajas temperaturas,
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suelen inducir a las enzimas responsables de la biosintesis de algunas
sustancias fitoquimicos,

En el sistema de 12 °C a los 20 dias se ve un aumento en el
contenido de polifenoles totales en 40% con respecto al valor inicial, segun los
resultados el mayor aumento de polifenoles sucedié en este sistema de
almacenamiento, en el desarrollo del experimento se pudo apreciar que en este
sistema hubo la mayor pérdida de peso en las naranjas comparando a los
otros sistemas, esto posiblemente sea la razén del mayor aumento en el
contenido de polifenoles totales. Segun CACERES et al. (2000) las pérdidas de
peso (agua) en los frutos se incrementan como consecuencia de la
transpiracion después de la cosecha, asi mismo DELLA (2010) cuando se
elimina el agua del alimento se produce una concentracion de solutos del
alimento, BADUI (2013) menciona que la reduccion del contenido de agua
provoca la concentracion de otras sustancias como los &acidos, azucares,
proteinas, etc., las cuales contribuyen a la estabilidad microbiana del alimento.
TOMAS-BARBERAN (2003) el grado de madurez influye de forma relevante
sobre la composicién de fitoquimicos (naturaleza fendlica), PUTTONGSIRI y
HARUENKIT (2010) menciona que los polifenoles totales y compuestos
bioactivos aumentan durante el almacenamiento a bajas temperaturas,

En el sistema de 28 °C a los 20 dias tuvo un aumento de 25% con
respecto al inicial, PEREIRA et al. (2014) indica en naranja valencia delta
almacenada a 24 °C = 2 y 40% *= 5 H.R a 20 dias tuvo un aumento de 10,7 %
del contenido polifenolico; cabe resaltar que en este sistema de

almacenamiento se tuvo perdida de frutos por efecto de la senescencia y
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pudricion, este comportamiento puede ser explicado por PUTTONGSIRI y
HARUENKIT (2010) que durante la poscosecha muchos cambios fisioldgicos
pueden tener lugar en la fruta que conducen a la senescencia y la
descomposicion de la estructura celular, por lo tanto se produce una liberaciéon
de acidos fendlicos libres y aminoacidos libres lo que contribuye a un
incremento en los polifenoles totales. SULLON (2009) indica que una vez
iniciada la maduracion de los frutos existe la presencia de etileno el cual es
conocido como una hormona de maduraciébn y provoca cambios en la
composicién de los frutos, en los frutos maduros la presencia de etileno
favorece el aumento en la concentracion polifenolica. Asi mismo, DEL CARO et
al. (2004) a mayor estrés (heridas, temperatura y la exposicion a etileno)
estimulan la actividad PAL con mayor produccion consecuente de los
principales compuestos fendlicos y la sintesis de nuevas sustancias

polifendlicos.

4.4. Determinacién de la capacidad antioxidante de la naranja durante el
almacenamiento
4.4.1. Coeficiente de inhibicién (ICso) del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH)

El DPPH es usualmente usado como un reactivo para evaluar la
captura de radicales libres y determinar asi la capacidad antioxidante in vitro,
en el Cuadro 15 y Figura 13 se presenta los resultados de la determinacién del
coeficiente de inhibicion (ICsp) durante 20 dias en los tres sistemas de

almacenamiento de naranjas. Con respecto al dia cero se tuvo un valor de ICsg
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294,672 pg/mL este dato concuerda con KELEBEK et al. (2008) en naranjas
Moro y Sanguinela fue 1Cs0180 ug/ml y 290 pg/ml respectivamente y
KELEBEK et al. (2009) la naranja dulce tiene ICso 310 pg/mL. Otros citricos
estudiados tienen valores similares como lo indica DOMINGUEZ (2014) para el
zumo de Lima dulce ICsp 354,36 pg/mL, Limén Tahiti ICso 457,46 pg/mL, Limén
rugoso ICsp 419,36 pg/mL y Mandarina cleopatra 1Cso 482,19 pg/mL;

ORDONEZ Y REATEGUI (2009) reportan en Lima dulce ICsy 279,43 pg/mL.

Cuadro 15. Determinacion del coeficiente de inhibicion del radical DPPH (ICsg

pug/mL) durante el almacenamiento de naranja.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 294,672+0,717 294,672+0,717 294,672 0,717
4 271,712+ 0,590° 290,491 + 0,747° 285,203  0,880"
8 256,137 +0,266" 263,366 + 0,505* 263,886 + 0,451°
12 242,781 + 0,820 240,929 +0,118° 244,060 + 0,748
16 236,254 + 0,416° 237,276 +0,767* 233,796 + 0,430°
20 232,385 + 0,800 236,442 + 0,984* 231,441 + 0,369"

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin andlisis estadistico.
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Figura 13. Comportamiento del coeficiente de inhibicién frente al radical DPPH

durante el almacenamiento de naranja.

Segun los resultados del Cuadro 15 y Figura 13 Sobre el
almacenamiento durante los 20 dias entre los tres sistemas se encontro
diferencia estadistica (A-1Xe). Con respecto al sistema de 4 °C se encontrd
diferencia estadistica significativa frente a los otros sistemas, también podemos
apreciar que a medida que pasa el tiempo incrementa la capacidad de
inhibicion del radical DPPH™ y comparando con el dia cero hasta los 20 dias
tuvo un incremento de 21,13 %, coincidiendo con RAPISARDA et al. (2008) en
el almacenamiento a 6°C hubo un incremento en el coeficiente inhibicion a los
20 dias en naranjas: Valencia, Ovale, T. Mesinay T. Meli fue de 21,54 %, 15,71
%, 19,84 % y 24,72%, al respecto HAMEDANI et al. (2012) reporta que la
actividad antioxidante aumenta en los zumos de naranja durante el

almacenamiento a baja temperatura, PUTTONGSIRI y HARUENKIT (2010)
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menciona que la actividad antioxidante de la mandarina medida por DPPH
aumento significativamente durante el almacenamiento independientemente de
la temperatura, MOHAMMADIAN et al. (2011) menciona que el incremento de
compuestos fenolicos en los tejidos durante los tratamientos en frio puede ser
debido parcialmente a la adaptacion al enfriamiento como mecanismos de
defensa para el barrido ROS y IRKIN et al. (2015) menciona que la hesperidina
tiene una actividad antioxidante mas alta que neohesperidina.

Con respecto al sistema de 12 °C podemos indicar que la mayor
eficiencia frente al radical DPPH se encontré a los 20 dias con ICsg 236,442
pug/mL teniendo un incremento de su eficiencia de 19,76 % con respecto al
valor inicial, Seguin PUTTONGSIRI y HARUENKIT (2010) menciona que el
acido ascérbico y los compuestos fendlicos en los citricos juegan un papel
importante en la actividad antioxidante. En este sistema se obtuvo un mayor
contenido de polifenoles pero menor capacidad antioxidante que los otros
sistemas este comportamiento es explicado por ZAVALETA et al. (2005) que la
mayor o menor actividad, no siempre va aparejada con la concentracion de
polifenoles, cuando se evalla la capacidad de secuestro de radicales libres no
siempre es importante el contenido de polifenoles sino mas bien la posicién del
grupo hidroxilo.

En el sistema a 28 °C tuvo un comportamiento similar a los otros
obteniendo la mayor eficiencia a los 20 dias con un valor de ICsp 231,441ug/mL
teniendo un incremento de la capacidad de inhibicion del radical DPPH" de
21,45 %, la cual puede haberse debido a la senescencia de la fruta, DUZZIONI

et al. (2010) explica que la cantidad y el perfil de estos fitoquimicos cambian de
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acuerdo al tipo, variedad y grado de madurez de la fruta, asi como las
condiciones climaticas y edaficas de cultivo, ZAPATA et al. (2005) menciona
que la contribucién de los compuestos fendlicos a la actividad antioxidante es
mucho mayor que la de la vitamina C o los carotenoides, no obstante para los
frutos citricos se ha encontrado que el acido ascérbico también tiene un papel

fundamental en sus propiedades antioxidantes.

4.4.2. Coeficiente de inhibicion (ICsp) radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolino-6-acido sulfénico) ABTS"

Los antioxidantes actian en modo sinérgico y por lo tanto es
necesario mas de un método para evaluar la capacidad antioxidante de una
muestra, bajo este contexto en el Cuadro 16 y Figura 14 se presenta los
resultados de la determinaciéon del coeficiente de inhibicion (ICso) frente al
radical ABTS durante 20 dias. Con respecto al dia cero se tuvo un valor de ICsg
242,401 pg/mL comparando con otros frutos citricos tenemos DOMINGUEZ
(2014) para el zumo de Lima dulce ICs9 371,19 pg/mL, Limon Tabhiti 1Cso 468,50
pg/mL, Limon rugoso 1Csy 432,48 pug/mL y Mandarina cleopatra 1Cso 512,97

pg/mL.
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Cuadro 16. Determinacién del coeficiente de inhibicién del radical ABTS®" (ICso

pg/mL) durante el almacenamiento de naranja.

Sistemas de almacenamiento

Dias 4°C 12°C 28°C
0 242,401 + 0,452 242,401 + 0,452 242,401 + 0,452
4 238,908 + 0,614° 242,488 + 0,364*  231,2321 + 0,701°
8 208,336 + 0,484° 219,501 + 0,462% 213,448 + 0,343"
12 203,673 + 0,264° 219,943 + 0,994* 210,545 + 0,806"
16 189,240 + 0,444 208,308 + 0,732 155,717 + 0,581°
20 161,502 + 0,493" 170,345 + 0,364* 146,787 + 0,725°

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de la misma
fila con superindice diferentes son significativos (p<0,05), en el dia cero sin analisis estadistico.
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Figura 14. Comportamiento del coeficiente de inhibicion frente al radical ABTS

durante el almacenamiento de naranja.

Analizando los resultados estadisticamente en los tres sistemas de

almacenamiento a medida que trascurre el tiempo se puede apreciar que existe
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diferencia significativa (A-Xe). En el sistema de 4 °C a medida que pasa el
tiempo se incrementa la capacidad de inhibicion del radical ABTS® y
comparando con el dia cero hasta los 20 dias tuvo un incremento de 33,37 %,
esto puede estar relacionado con el aumento de sus compuestos bioactivos.
PEREIRA et al. (2013) reporté el aumento de polifenoles y vitamina C en
naranjas almacenadas a temperaturas bajas, MOHAMMADIAN et al. (2011)
encontré que la aclimatacion al frio induce acumulacion de fenoles totales y el
aumento de la capacidad antioxidante en la naranja. DEL CARO et al. (2004)
menciona que ademas del acido ascorbico, los citricos contienen glucésidos de
flavanona, como la hesperidina, narirutina y naringina que son los fenoles
soluble en agua; por otra JARA (2007) explica que el ABTS resulta mas
adecuado para extracciones con agua Y ciertos disolventes organicos bastante
polares, como el metanol o el etanol, es decir, antioxidantes de naturaleza
basicamente hidrofilica.

Segun los resultados para el sistema de 12 °C se pudo apreciar la
mayor eficiencia frente al radical ABTS" lo presentd a los 20 dias con ICs
170,345 pg/mL teniendo un incremento de 29,72 % con respecto al contendido
inicial, al respecto PUTTONGSIRI y HARUENKIT (2010) para el caso de la
mandarina la actividad antioxidante medida por el radical ABTS aumento
significativamente durante el almacenamiento. HAMEDANI et al. (2012)
menciona que la eficacia antioxidante de zumo de naranja puede atribuirse en
gran parte al contenido fendlico total. En este sistema tenemos el menor
incremento de la capacidad de inhibicion del radical ABTS lo cual puede

deberse a lo mencionado por QUINONES et al. (2012) explica que la estructura
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quimica de los polifenoles, mas que su concentracion, determina el rango de
absorcion y actividad biologica.

Para el sistema de 28 °C a los 20 dias frente al radical ABTS" tuvo
un ICsp 146,787 pug/mL con un incremento de 39,44 % con respecto al inicio,
este incremento es mayor a lo presentado frente al radical DPPH,
PUTTONGSIRI y HARUENKIT (2010) reporta que en la mandarina existe
mayor inhibicion frente al radical ABTS que al DPPH lo que indica que los
antioxidantes son tanto hidrofilico y lipofilico. Por otro lado AL-JUHAIMI (2014)
menciona que existen diversos factores que pueden influir la madurez de la
planta o la fruta y de los métodos de analisis utilizados en el estudio para la
cuantificacion del poder antioxidante. El incremento de la capacidad de
inhibicion del radical ABTS puede deberse a lo reportado por KELEBEK (2008)
y MAZHAR-ASJAD et al. (2013) que los compuestos fendlicos en zumos de
naranja se correlacionan fuertemente con la capacidad antioxidante. OKWU
(2008) reporta que los compuestos fendlicos en particular flavonoides citricos
poseen una actividad antioxidante importante hacia radicales. Segun
ZAVALETA et al. (2005) el contenido de flavonoides puede ser bajo, sin
embargo estos presentan dentro de su estructura el grupo hidroxilo que
determina su propiedad antioxidante, los flavonoides con sustituyentes
dihidroxilicos en posiciones 3 y 4 del anillo B muestran ser mas activos como

antioxidantes.



V.  CONCLUSIONES

Segun la caracterizacion fisicoquimica el mejor sistema de almacenamiento
por 20 dias fue 4 °C (sélidos solubles (10,04 °Bx), acidez (0,90 % &cido
citrico), pH (3,90) y la pérdida de peso (14,70 %))

En los tres sistemas de almacenamiento de naranjas por 20 dias el
contenido de acido ascorbico se conserva mejor a 4°C (53,34 mg acido
ascoérbico/100 ml de jugo) mejor que 12°C (53,44 mg acido ascérbico/100
ml de jugo) mejor que 28°C (51,21 mg acido ascérbico/100 ml de jugo).

En los tres sistemas de almacenamiento de naranjas por 20 dias el mejor
comportamiento de polifenoles totales fue 4 °C (69,07 mg EAG/100 ml)
mayor que 28 °C (70,30 mg EAG/100 ml) mayor que 12 °C (79,20 mg
AG/100 ml).

En los tres sistemas de almacenamiento de naranjas por 20 dias la mayor
estabilidad frente al radical DPPH y ABTS fue 4°C mayor que 28°C mayor

que 12°C.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar la conservacion de la naranja a temperatura de 4 °C con 75 % de
HR para mantener sus propiedades fisicogquimicas y compuestos bioactivos
(vitamina C y polifenoles).

Estudiar el comportamiento fisicoquimico y de sus compuestos bioactivos
durante el desarrollo del fruto del naranjo.

Estudiar la estabilidad de sus compuestos bioactivos del zumo de naranja
durante el almacenamiento en congelacion y refrigeracion.

Evaluar la relacion y el comportamiento de sus compuestos bioactivos en el
flavedo (cascara) y el endocarpio (zumo) de la naranja durante el
almacenamiento.

Estudiar la calidad fisica y quimica y capacidad antioxidante de la naranja

en durante todo el periodo de produccion de frutos.



ABSTRACT
This research was developed in the Investigation Center for Natural Products
(CIPNA) and in the Research and Development Center for Amazon
Biotechnology CIDBAM — UNAS. The objectives were to evaluate the changes
in the content of vitamin C, total polyphenols, and antioxidant capacity (DPPH
and ABTS) in orange juice during storage. The oranges were stored for twenty
days under different conditions: 41 °C, 75+2% RH; 12+1 °C, 45+2% RH and
28+1 °C, 75+2% RH. For the analysis, juice was extracted, filtered and
centrifuged. The results were analyzed using a completely randomized design
(CRD) and the Tukey test (p < 0.05); using the SAS version 9.2 program. The
results were: at 4°C, the juice reached a pH of 3.90, 0.90% acidity, 10.04 Brix
and 14.70% weight loss; at 12°C, a pH of 3.93, 0.85% acidity, 10.52 Brix and
22.89% weight loss; and at 28°C, a pH of 3.95, 0.80% acidity, 10.92 Brix and
16.71% weight loss. The vitamin C content at 4, 12 and 28°C was 53.34, 53.44
and 51.21 mg vit.C/100 ml of juice, respectively. The total polyphenol content at
4, 12 and 28°C was 69.07, 79.20, 70.30 mg EAG/100 ml of juice, respectively;
with a increase of 24, 42 and 25% of the total polyphenols in the orange during
the 20 days of storage. The inhibition coefficient (ICso) against the radical
DPPH" at 4, 12 and 28°C was 232.38, 236.44 and 231.44 ug/ml, respectively
and against the radical ABTS" at 4, 12 and 28°C was 161.50, 170.34 and
146.78 pg/ml, respectively; showing an increase in antioxidant activity in the

oranges against the DPPH" and ABTS" radicals during the 20 days.
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A-l. Determinacion de la curva estandar de acido ascorbico para cuantificacion

de vitamina C.

Concentraciones (mg A.A./ml)
Repeticiones

0,005 0,01 0,02 0,03 0,04
1 0,216 0,195 0,150 0,105 0,060
2 0,216 0,196 0,148 0,105 0,063
3 0,218 0,199 0,152 0,107 0,059
Promedio 0,2167 0,196/ 0,150 0,1057 0,0607

Fuente: Elaboracién propia

0.20 ~

y =4,4833x + 0,0042
R2=0,9998

0.16 -

o
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N
1
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o
o
o]

0.04 -
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A-ll. Determinacion de la curva estandar de acido galico para la cuantificacion

de polifenoles.

Concentraciones

Absorbancias (700 nm)

Promedio
0,05 0.05 0.061 0.06 0.057
0,10 0.103 0.101 0.103 0.102
0,20 0.233 0.194 0.188 0.205
0,40 0.387 0.394 0.386 0.389
0,60 0.563 0.595 0.587 0.582
0,80 0.79 0.784 0.818 0.797
1,00 0.969 1.035 1.014 1.006
1.200
1.000
y = 0.9957x + 0.0015
0.800 RZ = 0.9996
o
e
©
2 0.600
o
28
< 4.400
0.200
O-OOO T T T T T 1
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

acido galico mg/mL
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A-llla. Andlisis de varianza de Brix a los 4 dias en naranja almacenadas a 4,

12,28 °C
F.vV G.L S.C C.M F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 0,31 0,15 1,46 0,26
Error experimental 12 1,25 0,10 - -
Total 14 1,55 e e e
R*=0,20 Cv=3,48 MSE =0,32 Media=9,29

A-llIb. Analisis de varianza de Brix a los 8 dias en naranja almacenada a 4, 12,

28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 1,99 0,99 1,46 1,39
Error experimental 12 8,54 0,71 - -
Total 14 10,53 - e e
R*=0,19 CV =8,60 MSE =0,84 Media=9,80

A-lllc. Analisis de varianza de Brix a los 12 dias en naranja almacenadas a 4,

12,28 °C
F.V G.L S.C C.M F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 3,08 1,54 1,46 1,63
Error experimental 12 11,34 0,95 = - e
Total 14 14,41 e e s

R’=0,21 Cv =9,86 MSE =0,97 Media=9,86
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A-llld. Analisis de varianza de Brix a los 16 dias en naranja almacenadas a 4,

12,28 °C
F.vV G.L S.C C.M F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 1,38 0,69 0,69 0,52
Error experimental 12 11,95 1,00 e -
Total 14 13,33 e e
R2=0,10 CV= 9,86 MSE = 1,00 Media= 10,13

A-llle. Analisis de varianza de Brix a los 20 dias en naranja almacenadas a 4,

12,28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 1,94 0,97 0,72 0,51
Error experimental 12 16,29 1,36 e -
Total 14 18,23 e e
R2=0,11 Cv= 11,10 MSE =1,17 Media= 10,49

A-IVa. Analisis de varianza de la Acidez a los 4 dias en naranja almacenada a

4,12,28 °C
F.V G.L S.C C.M F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0094 0,0047 0,35 0,71
Error experimental 12 0,1598 0,0133 —-em e
Total 14 0.1692 - e e
R2 =0,0555 CV = 10,7169 MSE =0,1154 Media=1,0768
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A-IVb. Analisis de varianza de la Acidez a los 8 dias en naranja almacenadas a

4,12,28 °C
F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 0,0300 0,0150 1,02 0,3897
Error experimental 12 0,1766 0,0147 - -
Total 14 0,2067 e e e
R2 =0,1453 CV = 12,023 MSE = 0,1213 Media= 1,0091

A-IVc. Andlisis de varianza de la Acidez a los12 dias en naranja almacenadas

a4,12,28°C
F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0228 0,0114 1,22 0,3293
Error experimental 12 0,1121 0,0093 - -
Total 14 0,1349 - e e
R2 =0,1690 CV = 9,9390 MSE = 0,0967 Media= 0,9724

A-IVd. Andlisis de varianza de la Acidez a los 16 dias en naranja almacenadas

a4, 12,28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0160 0,0080 1,14 0,3508
Error experimental 12 0,0841 0,0070  --m e
Total 14 0,1001 - e e
R2 =0,1602 CV = 9,2295 MSE = 0,0837 Media= 0,9070
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A-IVe. Analisis de varianza de la Acidez a los 20 dias en naranja almacenadas

a4, 12,28 °C
F.V G.L S.C Cc.M F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 0,0251 0,0126 2,07 0,1693
Error experimental 12 0,0729 0,0061 - -
Total 14 0,080 @ - e e
R2 =0,2563 CV = 9,1475 MSE =0,0780 Media=0,8523

A-Va. Andlisis de varianza de pH a los 4 dias en naranjas almacenadas a 4, 12,

28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0123 0,0062 0,89 0,4357
Error experimental 12 0,0830 0,0069 - -
Total 14 0,0953  s—m e e
R2=0,1293 CV = 2,1861 MSE = 0,0832 Media= 3,8053

A-Vb. Andlisis de varianza de pH a los 8 dias en naranjas almacenadas a 4,

12,28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0125 0,0063 0,64 0,5420
Error experimental 12 0,1165 0,0097 - e
Total 14 0,1290 - e e
R2 =0,0971 CV = 2,5724 MSE = 0,0985 Media= 3,8300
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A-Vc. Andlisis de varianza de pH a los12 dias en naranjas almacenadas a 4,

12,28 °C
F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 0,0042 0,0021 0,27 0,7712
Error experimental 12 0,0943 0,0079 = - e
Total 14 0,0985 - e e
R2 =0,0424 CV = 2,2913 MSE = 0,0887 Media= 3,8693

A-Vd. Analisis de varianza de pH a los 16 dias en naranjas almacenadas a 4,

12,28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0048 0,0024 0,08 0,9219
Error experimental 12 0,3527 0,0294 - -
Total 14 0,3575 - e e
R2 =0,135 CV = 4,4149 MSE =0,1714 Media= 3,8833

A-Ve. Andlisis de varianza de pH a los 20 dias en naranjas almacenadas a 4,

12,28 °C
F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 0,0063 0,0032 0,30 0,7445
Error experimental 12 0,1256 0,0105 - e
Total 14 0,1319 - e e
R2 =0,048 CV = 2,6072 MSE =0,1023 Media= 3,9247
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A-Vla. Analisis de varianza de pérdida de peso a los 4 dias en naranja

almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C Cc.M F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 43,4892 21,7446 8,88 00,0043
Error experimental 12 29,3835 2,4487 e e
Total 14 0,3575 - e e

R2 =0,5968 CV = 29,9995 MSE = 1,5648 Media=5,2161

A-VIb. Andlisis de varianza de pérdida de peso a los 8 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C CM F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 261,1422 130,0334 43,04 <0,0001
Error experimental 12 36,4014 3,0334 - e
Total 14 297,5435 e e e

R2 =0,8776 CV = 17,5941 MSE = 1,7417 Media=9,8992

A-Vic. Andlisis de varianza de pérdida de peso a los 12 dias en naranja

almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 241,9213 120,9606 49,61 <0,0001
Error experimental 12 29,2563 2,4380 - -
Total 14 271,1776 - e e

R2 =0,8921 CV = 12,2041 MSE =1,5614 Media=12,7942
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A-VId. Andlisis de varianza de pérdida de peso a los 16 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 271,1976 135,5988 27,83 <0,0001
Error experimental 12 58,4615 4,8718 - -
Total 14 329,6591 @ - e e

R2 =0,8227 Cv = 13,3202 MSE = 2,2072 Media=16,5705

A-Vle. Andlisis de varianza de pérdida de peso a los 20 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 182,3556 91,1778 19,78 0,0002
Error experimental 12 55,3237 4,6103 - -
Total 14 237,6792 e e e

R2 =0,7672 CV = 11,8626 MSE =2,1472 Media=18,1003

A-Vlla. Analisis de varianza de vitamina C a los 4 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 2,6976 1,3488 2,26 0,1856
Error experimental 6 3,5821 0,5970 @ ------ e
Total 8 6,2797 = e emeeee e

R2 =0,4296 Cv = 1,5190 MSE =0,7727 Media=50,8653



A-VIIb. Analisis de varianza de vitamina

almacenadas a 4, 12, 28 °C

104

C a los 8 dias en naranjas

F.V G.L S.C Cc.M F.cal. Pr<F.
Tratamientos 2 4,8204 2,4102 4,95 0,0536
Error experimental 6 2,9187 0,4865 - e
Total 8 7,7391 e e e

R2 =0,6286 Cv=1,3514 MSE = 0,6975 Media=51,6088

A-Vllc. Anélisis de varianza de vitamina

almacenadas a 4, 12, 28 °C

C a los 12 dias en naranjas

F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 5,8817 2,9409 1,73 0,2556
Error experimental 6 10,2156 1,7026 - -
Total 8 16,0973 - e e

R2 =0,3654 CV = 2,5019 MSE = 1,3048 Media=52,1541

A-VIld. Andlisis de varianza de vitamina

almacenadas a 4, 12, 28 °C

C a los 16 dias en naranjas

F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 8,0929 4,0464 4,16 0,0736
Error experimental 6 5,8375 0,9729 --em e
Total 8 13,9304 - e e

R2 =0,5810 Cv = 1,8770 MSE = 0,9864 Media=52,5506
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A-Vlle. Andlisis de varianza de vitamina C a los 20 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 12,0026 6,0013 5,61 0,0424
Error experimental 6 6,4237 1,0706 @ - -
Total 8 18,4263 - e e

R2 =0,6514 Cv=1,9591 MSE =1,0347 Media=52,8148

A-Vllla. Andlisis de varianza de polifenoles totales a los 4 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 14,0600 7,0300 9,76 0,0130
Error experimental 6 4,3200 0,7200 - -
Total 8 18,3800 @ - e e

R2 =0,7650 CV = 1,4423 MSE = 0,8485 Media=58,8333

A-VIlIb. Analisis de varianza de polifenoles totales a 8 dias en naranjas

almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 6,8579 3,4289 6,60 0,0305
Error experimental 6 3,1149 0,5192 —eem e
Total 8 9,9728  seeeem e e

R2 =0,6877 Cv=1,1892 MSE = 0,7205 Media=60,5867



106

A-Vllic. Andlisis de varianza de polifenoles totales a los 12 dias en naranja

almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 6,0022 3,011 3,030 0,1233
Error experimental 6 5,9467 0,9911 - -
Total 8 11,9489 - e e

R2 =0,5023 CV = 1,6086 MSE =0,9955 Media=61,8889

A-VIlld. Analisis de varianza de polifenoles totales a los 16 dias en naranja

almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C CM F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 18,3889 9,1944 11,20 0,0094
Error experimental 6 4,9267 0,8211 = - -
Total 8 23,3155 = e e e

R2 =0,7887 Cv = 1,4110 MSE =0,9062 Media=64,2222

A-Vllle. Andlisis de varianza de polifenoles totales a los 20 dias en naranja

almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 183,4156 91,7078 1289,64 <0,0001
Error experimental 6 0,4267 0,0711 - -
Total 8 183,8422  -eeem e e

R2 =0,9977 CVv = 0,3660 MSE = 0,2667 Media=72,8556
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A-1Xa. Analisis de varianza de la capacidad antioxidante (DPPH) a los 4 dias

en naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.vV G.L S.C Cc.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 562,5834 281,2917 167,44 <0,0001
Error experimental 6 10,0795 1,6799 = - -
Total 8 572,6629

R2=0,9823 CV= 0,45881 MSE =0,2961 Media= 282,686

A-IXb. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (DPPH) a 8 dias en

naranja almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C Cc.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 112,5658 56,2828 106,36 <0,0001
Error experimental 12 3,1749 0,5292 - e
Total 14 115,7407

R2=0,9725 CV= 0,2785 MSE =0,7274 Media= 261,1295

A-IXc. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (DPPH) a 12 dias en

naranja almacenadas a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 14,8672 7,4336 596 0,0375
Error experimental 6 7,4788 1,2465 ~  ceemeem —meeee-
Total 8 115,7407 -—meem e e

R2 =0,6653 CV = 0,4602 MSE =1,1164 Media= 242,5895
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A-IXd. Analisis de varianza de la capacidad antioxidante (DPPH) a los 16 dias

en naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 19,1944 9,5972 10,14 0,0119
Error experimental 6 5,6798 0,9466 - -
Total 8 115,7407 - e e
R2 =0,7717 CV = 10,4126 MSE =0,9729 Media= 235,7756

A-IXe. Analisis de varianza de la capacidad antioxidante (DPPH) a los 20 dias

en naranja almacenada a 4, 12, 28 °C.

F.V G.L S.C C.M F.cal.  Pr<F.
Tratamientos 2 48,9556 24,4778 14,02  0,0055
Error experimental 6 10,4738 1,7456 - -
Total 8 59,4293 - e e
R2=0,8238 CV= 0,5657 MSE =1,3212 Media= 233,5393

A-Xa. Analisis de varianza de la capacidad antioxidante (ABTS) a los 4 dias en

naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 198,4201 99,2100 99,09 <0,0001
Error experimental 6 6,0070 1,0012 e -
Total 8 204,4271 e e e

R2=0,9706 CV= 04212 MSE = 1,0006 Media= 237,5426
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A-Xb. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (ABTS) a los 8 dias en

naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 187,4391 93,7196 165,72 <0,0001
Error experimental 6 3,3932 0,5655 - -
Total 8 190,8324179 - e -
R2=0,9822 CV=0,3518 MSE = 1,7520 Media=213,7618

A-Xc. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (ABTS) a los 12 dias

en naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C CM F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 400,2619 200,1309 117,17 <0,0001
Error experimental 6 10,2478 1,7080 - -
Total 8 410,5097 = mmemeem e
R2=0,9750 CV= 0,6182 MSE = 1,3069 Media=211,3869

A-Xd. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (ABTS) a los 16 dias

en naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C CM F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 4253,1686 2126,5843 1985,49 <0,0001
Error experimental 6 6,4264 1,0710 - -
Total 8 4259,5950 @ - e e

R2 =0,9985 CV = 0,5612 MSE =1,0349 Media= 184,4219
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A-Xe. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (ABTS) a los 20 dias

en naranja almacenada a 4, 12, 28 °C

F.V G.L S.C C.M F. cal. Pr<F.
Tratamientos 2 849,6888 424,8444 470,89 <0,0001
Error experimental 6 5,4133 0,9022 - -
Total 8 855,1022 - e e
R2=0,9937 CV= 0,5954 MSE = 0,9498 Media= 159,5448



