l‘c; evol \

aplicange la

- WA .
de'Ribereati~ Gay "

acqlfun%ng S .
A N ~3
#.

pracesadas, par oxidac

' .
purbujeo y diftisic 3i
V4 , B\
!

Q‘ {
Te‘s par la obtencion del grado Y
DE LICENCIATURA EN BROMATOLOGIA |

Facultad de Ciencias Agrarias U.N.Cuyo
Chacras de Coria, Mendoza

Aino: 2010




" Control de evolucion de antocianos,
aplicando la técnica de Ribereau-
Gayon en aceitunas negras
procesadas, por oxidacion de
burbujeo y difusion de aire”.

Bromatdloga: Olga Sandra Rodriguez

DIRECTOR: Ing. Agr. Alejandro Gascon
ASESOR EN EL AREA ESTADISTICA: Ing. Agr. Laura Canovas

MIEMBROS DEL COMITE EVALUADOR:

Presidente: Ing. Agr. MSc Ménica Bauza

Vocales: Lic. Brom. Adriana Giménez
Ing. Agr. Susana Campos

Suplente: Ing. Agr. Verdnica Araniti

Bromu. Rodrigues Olga Sandrav




RESUMEN:

La produccion de aceitunas de mesa, junto con el aceite de oliva, se
encuentra en franco aumento, gracias al auge dado en el consumo a
estos alimentos. ElI color es un atributo fundamental en el momento
de apreciar su calidad, ya que es Ilo primero que percibe el
consumidor, siendo esta valoracion en gran medida subjetiva. Los
antocianos, son los pigmentos encargados de dar colores que van
desde el rosado al violeta , caracteristico en aceitunas negras pero a
diferencia de otros pigmentos, éstos no son estables , especialmente
en soluciones alcalinas, manifestandose en la pérdida del color. Se
trabajé con la variedad Nevadillo, en tres momentos de cosecha:
verdes, pre- envero Yy envero avanzado. Se aplicaron dos
tratamientos de oxidacién durante cuatro dias : uno por
incorporacién de aire por burbujeo fino y otro por incorporacion de
aire por recirculacién y solubilizacién por Venturi. Se aplico la técnica
Ribereau - Gayon para la cuantificacion de antocianos y se expresaron en
miligramos por litro, en pulpa vy liquido de gobierno, utilizando
espectrofotometria ultravioleta visible. Se analizé estadisticamente
como un experimento factorial con disefio completamente
aleatorizado y los datos de la cuantificacion de antocianos indicd una
diferencia significativa («=0,005) de orden superior. Con lo cual Ia
cantidad de antocianos depende del momento de cosecha del fruto, la
muestra a la que se aplica el método de andlisis (pulpa o liquido de
cobertura), los tratamientos de oxidacion aplicados vy los dias que se
sometieron las aceitunas a esos tratamientos.

Palabras claves: Aceitunas, cuantificacién antocianos,
espectrofotometria, oxidacion.
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"Las aceitunas de mesa son los frutos de variedades determinadas de

olivo cultivado (Oleaxwopew, L ) sanos, cosechados en el estado de

madurez apropiado y de calidad tal, que, sometidos a las preparaciones
adecuadas, den un producto comestible y de buena conservacion. Estas
preparaciones pueden, eventualmente, incluir la adicion de diversos
productos o condimentos de buena calidad alimenticia" (I0O0C, 1991).
Nuestro sector olivarero ha protagonizado en los ultimos afios una
profunda transformacion, aumentando su produccidon. Las principales

provincias cultivadas y productoras de Argentina son:

Provincias productora 0) “\

Catamarca
1.400 ha
La Rioja
2.900 ha

San Juan ?‘ | Cérdoba
4.800 ha B 5.000 ha

Mendoza
13.700 ha
Buenos Aires
1.800 ha
TOTAL PAIS
29.600 ha

Fig.1: Provincias productoras de aceitunas en la Argentina

En el afio 2004, las provincias productoras se caracterizan por un
aumento significativo de zonas cultivadas vy diferenciarse en una
olivicultura  con tecnologia moderna y una tradicional, ubicando a

Mendoza dentro las regiones con produccién oleicola tradicional.'®
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Fig. 2: Provincias olivicolas
Las campaias 2004/2005 alcanzaron una produccion de 85000-90000
toneladas de aceitunas de mesa y 25000 toneladas en aceite de oliva.
Mientras que el consumo fue de 13000-14000 toneladas.
La ubicacién de la Argentina en el contexto mundial segin campana
2004/2005 seria:
Décimo productor y quinto exportador de aceite de oliva
Quinto productor y segundo exportador de aceitunas de mesa
Las perspectivas para la campafia 2010/2012 serian de unas 100000
toneladas para aceitunas de mesa y 115000 toneladas para aceite de
oliva.?®
Las aceitunas negras naturales se elaboran a partir del fruto maduro
de color negro violdceo intenso. El producto requerido por los
consumidores debe presentar coloraciones que van del verde parduzco al
rosado, hasta llegar al negro violdceo intenso, siendo estos colores su
caracteristica diferencial de alta calidad y la garantia de una correcta
elaboracién .?
El color en un alimento es un atributo fundamental en el momento de
apreciar su calidad ya que es lo primero que percibe el consumidor, siendo

esta valoracion en gran medida subjetiva. En las aceitunas de mesa de un
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mismo lote, el color presenta elevada variabilidad, debido a que estd
asociado al grado de maduracién del fruto, al proceso de elaboracion, al
pH de la solucion de cobertura o gobierno, o a la presencia de alguna
alteracion. El industrial busca obtener un producto lo mas homogéneo
posible, de cualidades organolépticas éptimas. Lo ideal seria poder asignar
al color un valor numérico y evitar problemas en el momento de su
comercializacion.

Para realizar este trabajo se utilizd la variedad de aceituna Nevadillo,
ya que desarrolla rapidamente coloracion caracteristica al someterla al
proceso de oxidacién, en tres momentos distintos de cosecha: verdes,

pre- envero y envero avanzado.

Fig.3: Fruto de aceituna variedad Nevadillo

El término “antocianina” del griego anthos: flor y kyanos :azul fue
utilizado por Marquat en 1835 para designar a los pigmentos azules de las
flores. Mas tarde se descubrid que no sdlo el color azul, sino que también
el purpura, violeta, magenta y que todos los tonos de rojo, rosado,
escarlata, que aparecen en muchas flores, frutos , algunas hojas y raices
de plantas, se deben a pigmentos quimicamente similares a las

antocianinas de Marquat. 1>
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Actualmente se utilizan indistintamente los términos antocianina vy
antociano para referirse al mismo tipo de pigmento.

Los antocianos se encuentran principalmente en los frutos, flores,
algunas hojas y raices de plantas.

Las mayores fuentes alimenticias que contienen antocianos pertenecen

a las familias Vitaceae (uva) y Rosaceae (fresa, manzana, pera, etc) otras

familias en los que se encuentran las Oleaceae (olivo) Cruciferae

(calabaza roja, repollo morado), Solanaceae (tomate, papas, camotes)

etc.!’

e Los antocianos basados en la cianidina (estructura quimica principal
de los antocianos) se dan mas frecuentemente en las partes
comestibles de las plantas.

e El porcentaje de existencia del total de los antocianos es: alrededor
del 50 por ciento para derivados de la cianidina, del 12 por ciento
para cada uno de pelargonidina, peonidina y delfinidina y del 7 por
ciento para petunidina y malvidina.

En el fruto de Olea ewropea; L el principal antociano es cianidina 3-

glucésido.

antoclanidina

, \/\/ N e ¥

o
K Z o HO

glucosa

Ok
CHoOH "

Fig. 4 : Estructura quimica del principal antociano en aceituna.
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Ellos son intensamente coloreados y solubles en agua. Se considera
que tienen como funcidon en la planta el ser atrayentes de insectos vy
pajaros para los procesos de polinizacion y diseminacion se semillas.

Como pigmentos naturales inocuos, los antocianos tienen un
considerable potencial en la industria alimentaria, pero a diferencia de los
pigmentos rojos sintéticos que se utilizan actualmente, los antocianos no
son estables especialmente en soluciones neutras y alcalinas, ocurriendo
facilmente cambios durante el procesamiento del material crudo y el
almacenaje, lo que se manifiestan en pérdida de color, oscurecimiento del
producto y formacién de precipitados en los extractos.’

Recientes investigaciones, han permitido incrementar el nimero de
antocianos conocidos, asi alrededor de 300 antocianos eran conocidos
hasta antes del afio 1935, entre los afios 1995 y 1997 se han reportado
85 nuevos antocianos !° y entre los afios 1998 y 2000 cerca de otras 50
estructuras!*  Hasta el afio 2002 se habian descrito mas de 560
antocianos.

Los antocianos o antocianinas son uno de los flavonoides que se estan
estudiando mas intensamente por su aplicabilidad en la industria de
alimentos, incluso se estima que son los colorantes rojos de origen
vegetal con mejores perspectivas para ser utilizados como pigmentos
naturales en productos alimenticios. Muchas frutas, hortalizas y flores
deben su atractiva coloracién a este grupo de sustancias hidrosolubles.
Las antocianinas tienden a ser rojo-violdceas, mientras que en algunos
frutos pueden ser naranja-rojizo.*°

Por otro lado el incremento del interés en su estudio es debido a su
importante actividad antioxidante. Los antioxidantes son sustancias de
diversos tipos que previenen o demoran el dafio molecular producido por
los radicales libres. De estos, uno de los que ha logrado captar mayor
interés son los pigmentos antocidnicos y derivados, compuestos de
naturaleza polifendlica contenidos en frutas y verduras.

La evidencia epidemioldgica sugiere que el consumo de frutas vy
verduras puede reducir el riesgo de cancer y de enfermedades

12

Bromu. Rodrigues Olga Sandrav



cardiovasculares, planteandose la posibilidad que esto se deba a la
presencia de antioxidantes en estos alimentos®. En 1998, el Consejo de
Nutricion del Instituto de Medicina de la Academia de Ciencias de los
Estados Unidos de Norteamérica propuso una definicién de antioxidantes
dietarios para caracterizar las propiedades bioldégicas de estos
compuestos, segun éste, un antioxidante dietario es una sustancia
presente en los alimentos que disminuye significativamente los efectos
adversos de las especies reactivas del oxigeno, del nitrogeno o ambas,
sobre las funciones normales en humanos.

Con respecto a la accidon antioxidante de los antocianos no existen
muchos estudios, pero resultados de investigaciones indican que la
presencia de cianidina vy sus glicdsidos poseen actividad antioxidante
comparable a los productos comerciales, ademas de mostrar un efecto
antiinflamatorio mejor que la aspirina. >

Los polifenoles, segun su estructura quimica se pueden subdividir
en flavonoides o no flavonoides, son compuestos fendlicos que poseen un
anillo aromatico, al que se une diversos grupos sustituyentes, como
hidroxilo, carboxilo y metoxilo, estos polifenoles se unen a los antocianos
para formar copigmentos, donde los principales constituyentes pertenecen
al grupo de las antocianinas de la familia de los flavonoides, por lo tanto
parte de la accidon colorante y antioxidante de los antocianos pueden
estar vinculados con los polifenoles cuyo efecto protector esta

vastamente estudiado.

Estructura quimica de los antocianos:

Los antocianos estdn basados quimicamente en dos anillos
bencénicos, una Unica estructura aromatica, unidos por un heterociclo
oxigenado, insaturado, catidnico, llamada cianidina y todos se consideran
derivados de ella por adicidn o sustraccion de grupos hidroxilo, por
metilacién o por glicosidacion.

Los antocianos estan considerados dentro del grupo de los
flavonoides, ya que poseen el esqueleto caracteristico C¢-C3-Cg y €l mismo

13
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origen biosintético, pero difieren en la mayor absorcion dentro en la
region visible del espectro.

Hay seis antocianididas (agliconas de los antocianos) comunes siendo
la cianidina la mas comun y responsable del color magenta, los colores
rojo- naranja son debido a la pelargonidina (con un grupo hidroxilo menos
que la cianidina) , mientras que los colores violeta y azul son
generalmente debido a la delfinidina (con un grupo hidroxilo mas).

Cada una de las 6 antocianidinas se presenta con unidades de azucar,
la variacion esta en el tipo de azlcar, en el nUmero y en la posicién en la

que estan unidos .

R4 R Nombre de la aglicor
OH H Cianidina
OCH;, H Peonidina
OH - OH Delfinidina
OH OCH, - Petunidina
OCH, OCH,  Malvidina

Fia. 5: Estructura de las antocianidinas

En funcién de la existencia en los radicales hidrogeniones (R"),
funciones oxidrilos (OH) o bien metoxilos (OCHs3), resultan distintos tipos
de antocianos.

Entre los monosacaridos comunes podemos mencionar a la glucosa,
galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa y como disacaridos a la rutinosa,

sambibiosa, soforosa, gentiobiosa y latirosa. **
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Las aceitunas son drupas carnosas, mas o menos alargadas segun la
variedad, de color verde, que cambia a morado o negro cuando esta
madura, alcanzando un peso medio comprendido entre 1,5 y 3 gramos,
aproximadamente. Sus dimensiones oscilan, en general de 2 a 3

centimetros de longitud y de 1 a 2 centimetros de didmetro transversal.??

El porcentaje de pulpa, muy amarga cuando aun esta verde, varia del
70 al 88 por ciento, del 12 al 30 por ciento restante, representa el hueso.
Tanto las caracteristicas fisicas mencionadas como la composicion quimica
dependen de cierto niumero de factores, entre los que se destacan la
variedad, el estado de desarrollo y la madurez del fruto en la época de
recoleccion. En menor grado pero no menos importantes, son la situacion

geogréfica, la calidad del suelo el tipo de cultivo, etc.®

“Las aceitunas negras naturales son aquellas obtenidas por oxidacion
en medio alcalino, a partir de frutos que no han alcanzado su completa
madurez fisioldgica y conservados en salmuera mediante un proceso de
esterilizacion por calor”. Se conocen también como aceitunas

ennegrecidas por oxidacién (Consejo Oleicola Internacional, 1980).2

Las normas de aceitunas de mesa definen este tipo como las
obtenidas de frutos recogidos en plena madurez o poco antes, pudiendo
presentar segun la zona de produccion y época de recogida, color negro
rojizo, negro violeta, negro verdoso o castafio oscuro. Las aceitunas
negras naturales durante su elaboracion, se exponen al aire para acentuar
su color pero este proceso deteriora su textura, para evitar una aireaciéon
excesiva es muy importante determinar el momento en que poseen
mayor intensidad de color. El proceso de pardeamiento enzimatico es
dinamico y reversible: existe un periodo 6ptimo de aireacion en el cual se
logra la maxima intensidad de color y a partir del cual el fendmeno se
revierte, esta es una reaccién de oxidaciéon en la que interviene como
sustrato el oxigeno molecular catalizado por una enzima: polifenol

oxidasa, fenolasa o tirosinasa. La enzima se encuentra en plastidos,

16
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cloroplastos y en citoplasma celular, por ello algunos factores controlan la
oxidacién como el control de oxigeno en contacto con la superficie. °Los
frutos, como todos los tejidos vivos metabdlicamente activos, se hallan
sometidos a constantes modificaciones en su composicién durante las
etapas de desarrollo y maduracion, asi como en el periodo de poscosecha.
El tipo y amplitud de los mismos depende de las condiciones de
crecimiento, de la fase de madurez en que se encuentran, del papel
fisioldgico que representan en la planta, del conjunto genético de las

células especificas.

Respecto a los cambios de color que experimentan los frutos durante las
etapas de crecimiento y desarrollo, son los pigmentos cloroplasticos,
clorofilas y carotenoides, los responsables de la variacién del verde fuerte
al verde amarillento, siendo posteriormente, las antocianinas las que
daran tonalidades purpuras al madurar.  Los antocianos son pigmentos
sensibles a las variaciones de pH, asi a pH 3 el pigmento estd presente
como sal de flavilio de color rojo, a pH 8 es de color violetay a pH 11 de
color azul. Estudios recientes indican que el color de las antocianinas se
hace resistente a las variaciones de pH cuando se encuentran como
productos de condensacién con catequinas en presencia de aldehidos ,
siendo en estos casos de mayor valor como agente de coloracion de los

alimentos.!°

Estabilidad de los antocianos:

a- Influencia de la estructura quimica:

Los antocianos son compuestos que se degradan facilmente. En general,
los son mas estables a pH acido. La glucosilacién y la acilaciéon de los
azucares también aumentan la estabilidad y por tanto los di glucésidos
son mas estables que sus correspondientes monoglucésidos.®
b- Efecto de pH:

La molécula de antocianina contiene un nucleo flavilio, que posee un

oxigeno oxonio cargado positivamente. Teniendo en cuenta la existencia

de los dobles enlaces conjugados, la carga es deslocalizada sobre el
17
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conjunto del ciclo, que se estabiliza por resonancia. El flavilio es un
ejemplo de catién oxonio estable, que puede ser aislado. Las soluciones
de antocianinas presentan colores que estan directamente relacionados
con el pH. En medio acido son rojas, luego se decoloran a medida que el
pH aumenta, la decoloracion maxima se observa para valores de 3,2 a
3,5. El color varia del malva al azul para pH superiores a 4, el amarillo
aparece luego en medio neutro o alcalino. El cation flavilio ( que posee un
oxigeno, oxonio cargado positivamente, AH") anhidro base quinoidal (A),

pseudobase carbinol (B) y pseudobase calcona (C)°®

pH=4-6
bases quinoidales
anidnicas

H* : Bas«
quinona (A) aZUI
R,
o
HO o / Ry
(I,
pH=3-4 1
e
Catioén flavilio
pH=2

A " (AH") medio

acido rojo

Pseudobases carbinol

OH
o
OH
pH=3-6
|
Se
OH

1
(o]

R,

OH

R,

HO OH op O on HO
—i
—
R2

OH o

H
Ry
R2

Calconas
pH:7 Figura 2. Equilibrios entre formas estructurales de los antocianos en funcién del pH.

Fig. 6: Efecto del pH en la estructura de
los antocianos®

c-_Efecto de la temperatura:

Estudios realizados, sefialaron que la tasa de degradacion de los

antocianos se duplica por cada 10 grados de aumento de la temperatura.
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El proceso de degradacién térmica se ve también influido por el pH del

medio, siendo mas acusado a valores de pH mas altos.?®

d- Efecto de la luz:

Se pudo comprobar, que la radiacion Iluminosa aceleraba la
degradacién de los antocianos, probablemente debido a la existencia de
reacciones de tipo autooxidativo. Los productos que se originan en la foto
degradacién de los antocianos son similares a los que se producen en su
degradacion térmica.?®

e- Efecto del bisulfito:

Los iones bisulfito son capaces de formar compuestos de adicién con
los constituyentes organicos polares o facilmente polarizables, entre ellos,
los antocianos. La reaccién ocasiona la decoloracion de los antocianos,
pero también les aporta estabilidad. 2®!? Esta reaccidon es reversible en
grado variable, dependiendo de la naturaleza del antociano y del pH. La
union con bisulfito no solo produce una disminucién de la intensidad
colorante en las disoluciones de antocianos, sino también un

desplazamiento en el espectro en la regién visible 2°.

f- Degradacion oxidativa :

Las antocianinas en solucion de alcohol acidificado (0,1 por ciento),
expuestas a la luz, se decoloran en algunos dias. La reaccién sobre todo
es afectada por la influencia de la naturaleza (etanol, metanol, etc.) y la
concentracion en alcohol, el oxigeno y la luz parecen ser catalizadores, se
ha sefalado la presencia de dihidroflavonoles (taxifolina) en medio de
reaccion. %3

Copigmentacion de los antocianos:

Un fendmeno que ha llamado la atencion durante muchos afos es la
intensidad de color y la variedad de matices que presentan las flores, aun
cuando en las mismas existen intervalos de pH donde los antocianos son

normalmente incoloros. 261
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Esto se ha explicado a partir de las interacciones que pueden
producirse entre los antocianos y otros compuestos que los acompafan en
sus medios naturales (muchos de ellos incoloros). Los iones flavilio y las
bases quindnicas de los antocianos presentan una estructura
practicamente plana, capaz de asociarse con otros compuestos, fendlicos
0 no, que posean también una parte plana. Esta interaccién denominada
copigmentacién, permite estabilizar las formas coloreadas del antociano.

La copigmentacién da lugar a efectos caracteristicos en la absorcion
UV-visible del cromdéforo antocianico.

Por ello, la copigmentacién es una interaccion molecular frecuente
entre los antocianos y los polifenoles presentes en altas concentraciones
en aceitunas, dando por ejemplo en aceitunas negras naturales (500-700
miligramos por kilogramo), para las verdes enteras (1000 miligramos por
kilogramo) y para aceitunas de color cambiante (1200 miligramos por
kilogramo).

Estos polifenoles presentes en aceitunas poseen extraordinaria
sensibilidad, no sélo a la naturaleza y concentracién del pigmento vy
copigmento, si no también a la temperatura, pH y a la composiciéon del

medio en el que tiene lugar la reaccién de copigmentacion 2%,

Factores gue afectan la copigmentacién:

a- pH del medio:

El pH Ooptimo para la copigmentacion se situa entre 3 y 5,

dependiendo del pigmento-copigmento.®®?! La

influencia del pH esta
esencialmente relacionada con las transformaciones estructurales que se
producen en el antociano. En disoluciones muy acidas de antocianos
predomina la forma flavilio y de este modo, la presencia de un copigmento
no origina cambios perceptibles de color ya que la disolucién esta muy
coloreada por si misma. Por esta razon, los efectos de la copigmentacién
son mas facilmente observables en disoluciones acuosas débilmente

acidas o neutras, donde, en ausencia de copigmento, predominan las
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reacciones de hidrataciéon que conducen a formas incoloras. Esto también

puede pasar en zonas ligeramente alcalinas®®*.

b- Temperatura:

Los cambios en la temperatura producen un fuerte efecto sobre el
espectro visible en las disoluciones copigmentadas de antocianos.

El aumento de temperatura reduce la estabilidad de los complejos de
copigmentacion, haciendo que parte de los iones flavilio quede libre y
disponible para su hidratacidn y subsiguiente decoloracion. El descenso de
la temperatura, por el contrario, refuerza la asociacién entre pigmento y

copigmento?®4,

c- Presencia de sales:

Se ha observado que la adicion de sales sddicas a disoluciones de
antocianos produce un aumento en la intensidad colorante, ya que facilita
la auto asociacion y aumenta asimismo su estabilidad.

El efecto se justifica porque los iones minerales como K*,Na* y CI,
fuertemente solvatados, compiten eficientemente con el catién flavilio por
las moléculas de disolvente produciendo una reduccién en el proceso de
hidratacién del antociano. El efecto de la sal es solo importante a valores
de pH en que tiene lugar la hidratacién de los cationes flavilio. Si las
cantidades de sal adicionadas son altas se produce una ligera disminucién
en el efecto de copigmentacidon debido a los cambios que se producen en
la fuerza idnica de la disolucién .%%’

Indice del color:

El color es una propiedad de la materia directamente relacionada con el
espectro de la luz y por lo tanto, se puede medir fisicamente en términos

de energia radiante o intensidad y por su longitud de onda.?°
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Cobor
Absorbido Aparente

B0zl Verdoso
faona  Verde- Amlado
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dml

O ity
Pirpura
Rojo
Narama
Amanillo

Viety  Amanllo-Verdoso

Fig. 7: Espectro de luz

El sol y otras fuentes luminosas emiten radiaciones electromagnéticas
de diferente longitud que al incidir sobre una superficie son parcial o
totalmente absorbidas. Las no absorbidas se reflejan y dan la sensacién
de color.®

El ojo humano, solo puede percibir el color cuando su energia
corresponde a una longitud de onda que oscila entre 380 y 780
nanometros. En base a esto, la identificacién de los colorantes se basa en
la propiedad que tiene cada pigmento de absorber una cierta longitud de
onda del espectro visible.?

Los antocianos pueden ser cuantificados en forma global o individual,
en uvas, vinos y otros sustratos, de acuerdo con los métodos tradicionales
de extraccién, los cuales pueden ser identificados por sus propiedades
espectrales, fundamentalmente en la region visible, en solucién acida (0,1
por ciento de acido clorhidrico en alcohol etilico absoluto) tienen dos
maximos de absorcidén principal, uno en la region visible, entre 465 y 550

nandmetros y otro en el ultra violeta, alrededor de los 275 nandémetros.
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La absorbancia en la zona visible es debida a la estructura del
heterociclo central (cianidina) y la conjugacién con los dos ciclos

bencénicos, siendo influenciada por el nivel de pH y el solvente.

Extraccion de antocianos:

El procedimiento mas comun para realizar la extraccion de antocianos
es el uso de soluciones de metanol o etanol acidificados con diferentes
proporciones de acido clorhidrico (0,1 -1 por ciento). El uso de solventes
organicos tiene la ventaja de inactivar las enzimas presentes en los tejidos
vegetales y, ademas, debido a su rapida evaporacion, facilita los sucesivos
tratamientos del extracto obtenido.?

Cabe destacar que durante el desarrollo de los proyectos de
investigacién 06/A238 y 06/A314, derivd la cuantificacion de antocianos
realizado en aceitunas y en salmuera de gobierno, la determinacion de
la evolucion de los antocianos en aceitunas es inédita, tomando como
parametro de aplicacion la técnica de Ribereau - Gayon®® para la

cuantificacion de antocianos en uva y productos derivados.
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HIPOTESIS

e En procesos de oxidacion de aceitunas negras es posible cuantificar
los antocianos con la técnica Ribereau- Gayon, por espectroscopia
ultravioleta visible.

e Las distintas técnicas aplicadas en la oxidacion de aceitunas negras,
influyen en la evolucion de los antocianos.

e El estado de madurez de las aceitunas, influyen en la evolucion de
los antocianos durante la aplicacién de los tratamientos de
oxidacion.

e Los dias de tratamiento de oxidacion de las aceitunas, influyen en la

evolucion de los antocianos.

OBJETIVO GENERAL

e Aplicar |la técnica Ribereau - Gayon para la separacion y
cuantificacion de antocianos, en pulpa de aceitunas y en liquido de

gobierno.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la incidencia de los distintos tratamientos de oxidacién en
aceitunas negras.

e Evaluar la incidencia del estado de madurez sobre la evolucion de
los antocianos .

e Evaluar la incidencia de los dias de tratamiento en la evolucién de

los antocianos.
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Se trabajé con aceitunas, variedad Nevadillo provenientes de Maipdu,

Mendoza en tres momentos diferentes de cosecha:

e verde
e pre - envero

e envero avanzado

OPERACIONES PREVIAS:

El sistema de recoleccion utilizado fue

manual, conocido como “ordeno”,
mediante el cual los operarios, desde el
suelo, fueron desprendiendo las aceitunas
con una especie de rastrillos plasticos
manuales y las depositaron en un morral
de 8-10 Kilogramos de capacidad, que

llevaban colgados.!!

Fia. 8: Momento de cosecha

Rastrillo manual con dientes de goma,

utilizado en la cosecha de aceituna.

Fig.9: Rastrillo utilizado para
cosechar

Para las aceitunas destinadas a la elaboracion del tipo negras naturales
en las que se reunen una serie de circunstancias tales como madurez mas
avanzada y por consiguiente, mayor facilidad para desprenderse del arbol,
el dafo producido en la pulpa es menos visible por estar ya oscura, a
veces se emplean procedimientos de recoleccion mecanica,
consiguiéndose reducir sensiblemente el precio de la misma a costa de

incrementar el porcentaje de los dafados.
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Para el transporte del fruto colectado se
colocd en cajas de plastico perforadas, de
20-22 Kilogramos de capacidad, donde
permanecieron hasta el momento de su

tratamiento.

Fig. 10: Cajas para transportar las aceitunas

El lavado se realizd para eliminar
principalmente el polvo y otras suciedades que
arrastran los frutos. Los lavados fueron

dindmicos, dejando escurrir bien las aceitunas.

Fig.11: Recipiente de lavado de las
aceitunas

A continuacién, las aceitunas se introdujeron en vasijas hasta
colmatage, quedando una relacion de dos tercios de volumen con los
frutos y un tercio relleno con salmuera para iniciar el proceso de
fermentacion. La solucion, de salmuera con una concentracién de
cloruro de sodio del 8-10 por ciento (peso/volumen), teniendo en cuenta
que la salinidad tiene una gran influencia sobre la velocidad de

fermentacion, que es mayor para los porcentajes mas bajos.
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No obstante, los problemas mas frecuentes y
dificiles de eludir en las aceitunas negras son los
que afectan a la textura. Suelen presentarse como

ablandamiento, separacion de la piel con

1 | acumulacién de gas en el interior, surcos en la
e A A

) - superficie cuando se exponen al aire, etc.
Fig. 12: Aceitunas negras

Fig. 13: Enfermedad de alambrado en aceitunas negras

Durante la fermentacién de las aceitunas en condiciones anaerdbicas
tradicional, se produce una proporcién variable de frutos con la alteracién
denominada “alambrado” también llamada “gas- pocket” o “fish eye”, son
una serie de fisuras, que a veces se extienden hasta el hueso y producen
la desaparicidon de gran parte de la pulpa. Ello se debe a la acumulacién de
dioxido de carbono en el interior de los fermentadores, producido por el
efecto de la actividad de los microorganismos responsables de proceso
fermentativo. Para evitar la aparicion del alambrado se efectua la

fermentacion en condiciones aerdbicas.

Se colocaron las aceitunas en fermentadores’ , a los que se les
introdujo un dispositivo de aireacidn especialmente disefiado. El cual tenia
la misién de: mantener los niveles adecuados de oxigeno disuelto en el

liguido, controlar el crecimiento de microorganismos, y por ultimo
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conseguir condiciones homogéneas en todos los puntos del interior de los

recipientes.

Por el interior de dicha columna se inyecté aire a razén de 0.1
litro/hora/litro de capacidad, de forma continua o de 0.3 litro/hora/litro de
capacidad, en discontinuo, durante 8 horas al dia. La salmuera tenia una
concentracion entre 2 y 9 por ciento de NaCl, segun la flora que se

pretendio favorecer y el pH a 4,0-4,2 unidades.

En la evolucién del color superficial del fruto, el proceso clasico
anaerodbico, en general, dio lugar a tonalidades mas claras. En los
aerdbicos, el efecto del caudal a medida que aumenta el flujo de aire, lo
hizo el grado de oxidacién y las aceitunas se volvieron mas oscuras. En las
condiciones de trabajo recomendadas (0.3 litro/hora/litro de capacidad
durante 8 horas al dia) se observd que las aceitunas recogidas al principio

de campaia presentaban un negro mas intenso que las maduras.

Para realizar el ennegrecimiento de aceitunas de mesa, se utilizd
diferentes procesos de aireacion en medios alcalinos de oxidacion. Se
utilizé dos prototipos a escala piloto, en aceitunas variedad Nevadillo, en
distintos estados de maduracion (envero, pre envero y envero avanzado),
se oxidaron en medio alcalino de hidréxido de sodio al 1.5 por ciento por
incorporaciéon de aire, utilizando tres tambores plasticos (repeticiones
estadisticas) los cuales se llenaron con 8 kilogramos de aceitunas y 12
kilogramos de solucion de soda, que se adaptaron segun los siguientes

tratamientos:

Tratamiento 1: Incorporacion de aire por
burbujeo fino.

Un tubo central concéntrico en cuyo extremo
inferior se colocé un material poroso para el

perlado fino del aire insuflado a través de un

compresor (sistema de oxidacion californiano)

Fig. 14: Equipo utilizado para el tratamiento

incorporacion de aire por burbujeo 20
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Tanto las aceitunas como el liquido de gobierno
(soda cdaustica) ascienden por el efecto de las
burbujas de aire dentro del tubo y generan un
movimiento convectivo en toda la vasija. El
oxigeno disuelto oxida los polifenoles propios del
fruto.

Fig. 15: Aceitunas en tratamiento de
oxidacion

Tratamiento 2: Incorporaciéon de aire por
recirculacién y solubilizacion por venturi.

Los tambores se ensamblaron en un
circuito cerrado que alimenta una bomba
centrifuga. En el expelente de la misma

se intercala un eyector venturi para la

succion de aire atmosférico que se

Fig. 16: Equipo utilizado para el incorpora a la soda caustica.
tratamiento incorporacion de aire por
recirculacién y solubilizacién por venturi

Se estudio el efecto de diversos parametros que pueden controlarse para
obtener el maximo de extraccién en los antocianos como son el solvente,
pH de la mezcla, proporcion de solvente/sdlido, tiempo de extraccion y
temperatura. El pH tiene un marcado efecto en la estabilidad vy
rendimiento de la extracciéon . En el rango de pH de 4 a 5 se obtuvo la
maxima extraccién.

Por todo lo visto hasta ahora, resaltando los atributos de la
coloracion en aceitunas negras, para el momento de comercializacidon vy
consumo, teniendo en cuenta los posibles defectos que se pueden producir
en su elaboraciéon quitéandole valor comercial, se realizd6 el siguiente

trabajo, para la cuantificacién de antocianos, lo cual nos permitiria
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decidir el momento oportuno de cosecha y el tratamiento que mejor se
adecue para la oxidacién de las aceitunas en un determinado tiempo de

tratamiento.

Los equipos para la experimentacion fueron armados en el
Laboratorio de Investigaciéon de la Catedra de Industrias Agrarias, en la

Facultad de Ciencias Agrarias.

Materiales:

v' Cubetas de 1 cm.
Embudo de filtracién vastago largo.
Erlenmeyers de 50 mL.
Espectrofotdometro de absorcién visible.
Gradillas para tubos de ensayo.
Matraces.
Papel de filtro poro grueso.
Pipetas de 1,5, 10y 20 mL.

Tubos de ensayo.

NS N N N SR N NN

Fig. 17: Espectrofotometro Metrolab

32

Browu Rodrigues Olga Sandrav



Caracteristicas del equipo utilizado:

+ Metrolab UD 40/T: Espectrofotometro ultravioleta visible de

simple haz .

Ancho de banda: 8 nm.

-+ + #

Rango espectral: 330 -990 nm.

Luz dispersa: menos que 0,25%.

Modo operacional: lineal en por ciento de transmitancia escala de

absorbancia y concentracion.

+ Alojamiento porta muestra: cubeta cuadrada de 10 mm de paso

de luz.

Metodologia:

Fia.17: Aceituna nearas

El tamafo de las aceitunas, utilizadas
de diametros ecuatoriales entre 20- 22
milimetros, tipo “C”. De cada recipiente se
extrajeron 10 aceitunas y 10 mililitros de
salmuera de gobierno por muestreo,
realizados a las 12, 24,48 y 72 horas, a
partir del contacto entre las aceitunas con la

salmuera y la incorporacién de aire.

El pH inicial fue 1,2-1,4 se modificé a 3-5 con solucién de hidréxido de

sodio al 5 por ciento y luego se aplicé la técnica Ribereau- Gayon

Técnica de Ribereau - Gayon?? aplicada en aceituna (pulpa):

1- Se trituraron las aceitunas, se pesé en balanza analitica 1 gramo de

la muestra.

2- Se colocé el gramo de aceituna pesada en un erlenmeyers de 50

mililitros.

3- Se agregdé 1 mililitro de

etanol absoluto adicionado de 0,1 por

ciento de &cido clorhidrico concentrado y 20 mililitros de acido

clorhidrico al 2 por ciento

volumen / volumen.
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4- Se homogeneizo.
5- Se filtré con filtro de papel poro grueso.
6- Se tomdé dos tubos de ensayo de 25 mililitros a los cuales se
adicioné:
- Tubo A;: 10 mililitros de la solucién anteriormente preparada,
con 4 mililitros de agua destilada.
- Tubo A,: 10 mililitros de la misma solucion y 4 mililitros de
solucion de bisulfito de sodio al 15 por ciento.
7- Se agité ambos tubos de ensayo
8- Se dejé en reposo durante 20 minutos.

9- Se realizo la lectura de absorbancia en espectrofotometro a 520 nm.

N°1 N°2 N°1 N°2 N°1 N°2

»
i
E
:
§

Fig. 18 : Liquido obtenido aplicando la técnica Ribereau- Gayon en pulpa de aceitunas
La figura muestra el triplicado de la extraccion de antocianos luego de
aplicada la técnica, para pulpa de aceitunas, en los tubos N°1, los

antocianos se encuentran con agua destilada, en los tubos N°2 se
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encuentran los antocianos decolorados luego de ser tratados con

bisulfito de sodio.

La base de calculo de la concentracion de antocianos es:
(Absorbancia Tubo (I) — Absorbancia Tubo (2)) = X

Antocianos en mg/L = X . 875°

875" = Factor de conversién adimensional, que surge de la curva de
calibracién, relacionando la absorbancia de distintas longitudes de onda
con la concentracidon de antocianos en la muestra analizada, permite
con la lectura de absorcién multiplicada por el factor de conversiéon dar

la concentracion de antocianos en miligramos por litro.

Técnica de Ribereau - Gayon aplicada en salmuera de gobierno de

aceitunas:

1- Se tom6 1 mililitro de la salmuera de gobierno de las aceitunas.

2- Se colocd la salmuera en un erlenmeyers de 50 mililitro.

3- Se agrego 1 mililitro de etanol absoluto adicionado de 0,1 por ciento
de acido clorhidrico concentrado y 20 mililitros de acido clorhidrico
al 2 por ciento volumen/ volumen.

4- Se homogeneizo.

5- Se filtré con filtro de papel poro grueso.

6- Se tomd dos tubos de ensayo de 25 mililitros a los cuales se
adiciond:

a. Tubo A;: 10 mililitros de la solucién anteriormente preparada,
con 4 mililitros de agua destilada.

b. Tubo A,: 10 mililitros de la misma solucion y 4 mililitros de
solucion de bisulfito de sodio al 15 por ciento.

7- Se agitd ambos tubos de ensayo

8- Se dejo en reposo durante 20 minutos.

9- Se realizd la lectura de absorbancia en espectrofotometro a 520 nm.
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Fig. 19 : Liquido obtenido aplicando la técnica Ribereau- Gayon en liquido de gobierno
de aceitunas

La figura muestra la extraccion de antocianos luego de aplicada la
técnica, para liquido de gobierno de aceitunas, en los tubos N°1, los
antocianos se encuentran con agua destilada, en los tubos N°2 se
encuentran los antocianos decolorados luego de ser tratados con

bisulfito de sodio.

La base de calculo de la concentracion de antocianos es:
(Absorbancia Tubo (I) - Absorbancia Tubo (2)) = X
Antocianos en mg/L = X . 875"

875" = Factor de conversién adimensional, que surge de la curva de
calibracién, relacionando la absorbancia de distintas longitudes de onda
con la concentracion de antocianos en la muestra analizada, permite
con la lectura de absorcién multiplicada por el factor de conversién dar

la concentracion de antocianos en miligramos por litro.
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Reactivos:

a- Solucién etanol al 96 por ciento: 96 mililitros de alcohol etilico
absoluto mas 4 mililitros de agua destilada.

b- Solucion alcohol acidulado al 0,1 por ciento: 0,1 mililitro de acido
clorhidrico y llevar a 100 mililitros con alcohol al 96 por ciento.

c- Solucidon de acido clorhidrico al 2 por ciento: 2 mililitros de acido
clorhidrico p.a. y llevar a 100 mililitros con agua destilada.

d- Solucidn de bisulfito de sodio al 15 por ciento: 15 gramos de droga

bisulfito de sodio p.a. y llevar a 100 mililitros con agua destilada.

Aplicada la técnica de Ribereau - Gayon para la separacidon vy
cuantificacion de antocianos en aceitunas negras, los resultados fueron
analizados estadisticamente, como un experimento factorial con disefo
completamente aleatorizado (2 x 2 x 3 x 4) y tres repeticiones. Los
factores fueron: A ( incorporacion de aire a través de burbujeo fino en Ia
soda caustica, y solubilizacién de aire en soda caustica por Venturi en
un circuito de recirculacion ); B: lugar de medicion ( liquido y pulpa) ; C:
estadio de la aceituna ( verde, pre envero y envero avanzado) y D: dias
transcurridos desde que comenzd el tratamiento (24, 48,72 y 96 horas).
La variable respuesta fue expresada en mg/L de antocianos .%’

Se utilizé el software Info stat para prueba de analisis de la varianza
(ADEVA) y prueba de comparaciones multiples de medias de Tukey,
trabajando en todos los casos con un nivel de significancia de a= 0,05.
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Los datos obtenidos luego de aplicar la técnica Ribereau Gayon en las
muestras de pulpa de aceituna y liquido de gobierno, concluidos los
tratamientos de oxidacion, en los tres estadios de cosecha, fueron
expresados en miligramos por litro de antocianos de la variable respuesta
y los dias de tratamiento.

Se estudiaron mediante graficos de tendencia, a través del tiempo para

cada tratamiento de donde surgieron los siguientes resultados:

Tratamiento uno : Incorporacion de aire por burbujeo fino

")
2 14 —i
[}
5 12 / :
e 10 L —— lig.ver.t1
5 8 —— lig.pre.en.tl
i 6 / lig.env.av.tl
o 4 —
£ (2) B . > —
1 2 3 4

dias de tratamiento

Figura 20: Contenido de antocianos en liquido de gobierno aplicando tratamiento
incorporacion de aire por burbujeo fino

Se observa el contenido de antocianos en el liquido de cobertura,
durante los dias de tratamiento y teniendo en cuenta el estadio de las
aceitunas, la concentraciéon en verde no aumenta durante los dias de
tratamiento, mientras que en pre-envero crece progresivamente desde el
primer dia del tratamiento llegando a su maxima expresién el dia cuarto,
probablemente debido a la lixiviacién de los antocianos contenidos en la
pulpa de aceituna al liquido cobertura.

En el liquido de cobertura del estadio envero avanzado el contenido
de antocianos crece durante los dos primeros dias de tratamiento, en el
tercer dia baja la concentracion, pero aumenta en el cuarto dia,
probablemente por un aumento de antocianos y polifenoles que pasan de

la pulpa al liquido de cobertura.

Tratamiento uno : Incorporacion de aire por burbujeo fino
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Figura 21: Contenido de antocianos en pulpa aplicando tratamiento incorporacion
de aire por burbujeo fino

El andlisis estadistico de los datos, para los tratamientos, muestra que
los antocianos contenidos en la pulpa de aceitunas, encuentran su mayor
expresion en el estadio pre-envero durante los dos primeros dias de
tratamiento, luego decrece su contenido, posiblemente por la
degradacidon pigmentaria que se producen en los antocianos y polifenoles.

En verde, no se mostré aumento en la concentracion de antocianos
durante los cuatro dias del tratamiento, esto es ldgico teniendo en cuenta
que en esta etapa no se encuentran desarrollados los pigmentos que
daran coloracién oscura al fruto.

Se observa que en envero avanzado un descenso de la cantidad de
antocianos en el segundo dia de tratamiento, posteriormente aumenta su

contenido no variando mucho durante el tercer y cuarto dia.

Tratamiento dos: Incorporacion de aire por recirculacion y

solubilizacion por Venturi
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Figura 23: Contenido de antocianos en liquido de gobierno aplicando tratamiento de
incorporacion de aire por recirculacion y solubilizacion por Venturi

La cantidad de antocianos presente en el liquido de gobierno, no

mostré aumento en su concentracion en el estadio verde, durante los

cuatro dias de tratamiento.

En pre-envero, aumenta progresivamente la cantidad de antocianos

en el liquido de gobierno desde el primer al cuarto dia.

La mayor expresion de antocianos, esta dada para el estadio envero

avanzado principalmente durante los dos primeros dias de tratamiento,

probablemente por su estado de mayor madurez existe mas lixiviacién de

pigmentos de la pulpa al liquido de gobierno.

Tratamiento dos: Incorporacion de aire por

solubilizacion por Venturi

recirculacion vy
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Figura24: Contenido de antocianos en pulpa de aceitunas aplicando tratamiento
de incorporacion de aire por recirculacion y solubilizacion por Venturi

Se observa que el contenido de antocianos en pulpa de aceitunas, la
mayor cantidad se encuentra en el estadio pre-envero aumentando en el
segundo dia de tratamiento, disminuye en el tercer dia, llegando a su
maxima concentracidn en el cuarto dia.

No se muestra una variacién en la concentracidon de antocianos en
verde, ya que en esta etapa del fruto, no hay desarrollo de pigmentacion
antocianica.

En envero avanzado, hay una disminucidon de la concentracion de
antocianos en el dia dos de tratamiento, luego aumenta durante los dias
tres y cuatro del tratamiento, aunque la concentracién aumenta, es menor
comparada con el estadio pre-envero, puede ser porque en el estadio
envero avanzado, hay mayor madurez del fruto, teniendo la mayor
degradacién oxidativa producida por el tratamiento en los antocianos y en

polifenoles, los cuales daran la coloracién final de la aceituna.

Se aplico la técnica de Ribereau Gayon para la separacion vy
cuantificacion de antocianos en aceitunas negras, expresando los

resultados en miligramos por litro.
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Luego se analizaron los distintos factores que inciden en Ia
cuantificacion de los antocianos, donde el analisis estadistico (Tablas de
resultados y salida del software Anexo 1) de los datos , para aceitunas,
indicd una diferencia significativa (o= 0,005) de orden superior.

Esto significa que la cantidad de antocianos depende del momento de
corte (cosecha del fruto), combinado con el lugar de analisis (pulpa y
liquido de gobierno), los tratamientos aplicados (T1: incorporaciéon de aire
por burbujeo fino y T2: incorporacién de aire por recirculacién vy
solubilizacion por Venturi) y el tiempo de extraccién (dias de tratamiento).

La prueba de TuKey, indicd6 un promedio mayor de contenido de
antocianos en pulpa de aceituna, cuando se incorpora aire por
recirculacion y solubilizacion por Venturi, en el estadio pre-envero y el
tiempo maximo de tratamiento que fue de cuatro dias.

En cuanto a las muestras, existen diferencias significativas en la
cantidad de antocianos contenidos en el liquido de cobertura y en pulpa,
siendo mayor la cantidad de antocianos en pulpa.

Existe diferencias significativas en los tiempos de cosecha de
aceituna, con respecto a los dias de tratamiento, donde la cantidad de
antocianos en verde es minima en el dia primero de tratamiento, aumenta
en envero avanzado y su maxima expresién en estadio pre-envero para
los dos tratamientos de oxidacion en el dia cuatro.

Analizados los dias de tratamientos existen diferencias significativas
entre el tercer y cuarto dia, siendo éste ultimo el de mayor cuantificacién,
especialmente para el tratamiento dos (incorporacion de aire por
recirculacion y solubilizacién por Venturi ) en el estadio pre-envero.

Hay diferencias significativas, relacionando los tratamientos, las
muestras , los estadios de cosecha y los dias de tratamiento ,
siendo minima la cantidad de antocianos en el tratamiento uno
(incorporacion de aire por burbujeo fino), en el liquido de cobertura , en el
estadio verde y en el dia uno de tratamiento. La mayor cantidad de

antocianos se presenta en el tratamiento dos, (incorporacion de aire por
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recirculacion y solubilizacién por Venturi ) en pulpa, en tiempo de cosecha
pre-envero, en los dias dos y cuarto de tratamiento.

Para los tratamientos aplicados, estadios de cosecha y dias de
tratamiento, hay diferencias significativas, teniendo menor cantidad de
antocianos en ambos tratamientos en verde del primer al tercer dia de
tratamiento.

Si relacionamos las muestras, los estadios y los dias de
tratamiento, hay diferencias significativas, la menor cantidad de
antocianos se encuentran tanto en liquido como en pulpa para el estadio
envero en todos los dias del tratamiento, hasta en liquido en pre-envero el
primer dia, la mayor cantidad de antocianos se expresa en pulpa, en el

tiempo de cosecha pre-envero durante el cuarto dia de tratamiento.

I
~
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De acuerdo a los objetivos planteados, se puede concluir:

Que la técnica Ribereau —Gayon, se puede aplicar en la separacién y
cuantificacion de antocianos en aceitunas negras, porque puede detectar
cantidades minimas de absorbancia en el rango de longitud de onda a 520
nandmetros como indica la técnica de cuantificacion .

En cuanto a los factores que inciden en la cuantificacion de los
antocianos, los tratamientos aplicados para la oxidacion, el de
incorporacién de aire por recirculacién y solubilizacién por Venturi, logra
mayor efectividad en la oxidacion de aceitunas.

Se puede observar que en el estadio verde tanto en liquido de
cobertura como en pulpa de aceituna se encuentra el menor valor de
absorbancia, lo cual es coherente, teniendo en cuenta que en esta etapa
el fruto no posee la cantidad de antocianos que se obtienen en la
oxidacién y madurez de la aceituna.

Para estadio pre- envero en la muestra pulpa, se encuentra la
mayor cantidad de antocianos, para ambos tratamientos. En envero
avanzado, los antocianos disminuyen su cantidad, por su madurez,
degradadando paulatinamente los pigmentos antocianicos .

La mayor cuantificacidn de antocianos, se logra en el tercer y cuarto
dia de tratamiento, para todos los estadios de cosecha de aceitunas.

Debido a que no hay antecedentes de aplicacion de la técnica de
cuantificacion de antocianos en aceitunas, estos resultados pueden ser
utilizados como antecedentes para futuros proyectos de investigacion,
ampliando el barrido espectral para determinar la longitud de onda de
mayor absorcidn, otras variedades de aceitunas, para la aplicacion de los
tratamientos de oxidacion y aplicado a estadio pre-envero para optimizar

la produccion de aceitunas negras mejorando su calidad de produccién.
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Andlisis de la varianza Salida de Info Stat

Variable N R? R2 Aj Cv
antocianos 144 0,86 0,79 64,74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 30447,85 47 647,8312,47 <0,0001
tratam 227,81 1 227,81 4,38 0,0389
muestra 4510, 24 1 4510,2486,78 <0,0001
estadio 7376,81 2 3688,4070,97 <0,0001
dias 1183,14 3 394,38 7,59 0,0001
tratam*muestra 134,33 1 134,33 2,58 0,1112
tratam*estadio 1343,97 2 671,9812,93 <0,0001
tratam*dias 583,05 3 194,35 3,74 0,0137
muestra*estadio 3275,26 2 1637,6331,51 <0,0001
muestra*dias 1001,78 3 333,93 6,43 0,0005
estadio*dias 1412,73 6 235,46 4,53 0,0004
tratam*muestra*estadi.. 2079,85 2 1039,92 20,01 <0,0001
tratam*muestra*dias 887,56 3 295,85 5,69 0,0012
tratam*estadio*dias 1874,04 6 312,34 6,01 <0,0001
muestra*estadio*dias 2847,68 6 474,61 9,13 <0,0001
tratam*muestra*estadi.. 1709, 60 6 284,93 5,48 0,0001
Error 4989,15 96 51,97
Total 35437,01 143

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=2,38906
Error: 51,9704 gl: 96

tratam Medias n

tl 9,88 72 A

t2 12,39 72 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=2,38906
Error: 51,9704 gl: 96
muestraMedias n

lig 5,54 72 A

pulpa 16,73 72 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=3,50973
Error: 51,9704 gl: 96

estadio Medias n
verde 1,60 48 A
envero avan 12,96 48 B
pre-envero 18,85 48 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=4,45279
Error: 51,9704 gl: 96

dias Medias n

3 7,92 36 A

1 9,38 36 A

2 11,74 36 A B
4 15,50 36 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=4,45279
Error: 51,9704 gl: 96
tratam muestraMedias n

tl lig 5,25 36 A
t2 lig 5,83 36 A
tl pulpa 14,51 36 B
t2 pulpa 18,96 36 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=6,06716
Error: 51,9704 gl: 96

tratam estadio Medias n

t2 verde 1,20 24 A

tl verde 2,00 24 A

t2 envero avan 11,59 24 B
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tl pre-envero 13,30 24 B

tl envero avan 14,33 24 B

t2 pre-envero 24,39 24 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=7,46624

Error: 51,9704 gl: 96

tratam dias Medias n

t2 3 6,71 18 A

tl 2 9,09 18 A B

tl 3 9,14 18 A B

t2 1 9,23 18 A B

tl 1 9,53 18 A B

tl 4 11,76 18 A B

t2 2 14,39 18 B C
t2 4 19,25 18 C
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=6,06716

Error: 51,9704 gl: 96

muestra estadio Medias n

lig verde 0,69 24 A

pulpa verde 2,51 24 A

lig pre-envero 6,71 24 A B

lig envero avan 9,22 24 B

pulpa envero avan 16,70 24 C

pulpa pre-envero 30,99 24 D
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=7,46624

Error: 51,9704 gl: 96

muestradias Medias n

lig 1 3,26 18 A

lig 3 5,88 18 A

lig 4 6,12 18 A

lig 2 6,90 18 A

pulpa 3 9,96 18 A B

pulpa 1 15,50 18 B

pulpa 2 16,57 18 B

pulpa 4 24,89 18 C
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=9,88926

Error: 51,9704 gl: 96

estadio dias Medias n

verde 1 0,36 12 A

verde 2 0,87 12 A B

verde 3 1,16 12 A B

verde 4 4,01 12 A B C

pre-envero 3 10,35 12 B C D

envero avan 2 11,81 12 C D

envero avan 3 12,25 12 C D

envero avan 1 13,85 12 C D E

envero avan 4 13,92 12 D E
pre-envero 1 13,92 12 D E
pre-envero 2 22,53 12 E F
pre-envero 4 28,58 12 F
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=9,88926

Error: 51,9704 gl: 96

tratam muestra estadio Medias n

tl lig verde 0,51 12 A

t2 lig verde 0,87 12 A B

t2 pulpa verde 1,53 12 A B

tl pulpa verde 3,50 12 A B C

t2 lig pre-envero 6,05 12 A B c

tl lig pre-envero 7,36 12 A B C

tl lig envero avan 7,87 12 A B c

t2 lig envero avan 10,57 12 B C D

t2 pulpa envero avan 12,61 12 c D E
tl pulpa pre-envero 19,25 12 D E
tl pulpa envero avan 20,78 12 E
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t2 pulpa pre-envero 42,73 12

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=11,99585
Error: 51,9704 gl: 96

tratam muestradias Medias n

tl lig 1 1,94 9 A

t2 lig 1 4,57 9 A B

tl lig 2 4,66 9 A B

t2 lig 4 4,76 9 A B

t2 lig 3 4,86 9 A B

tl lig 3 6,90 9 A B C

tl lig 4 7,48 9 A B C

t2 pulpa 3 8,55 9 A B C D
t2 lig 2 9,14 9 A B C D
tl pulpa 3 11,37 9 A B C D
tl pulpa 2 13,51 9 A B C D
t2 pulpa 1 13,90 9 A B C D
tl pulpa 4 16,04 9 B C D
tl pulpa 1 17,11 9 C D
t2 pulpa 2 19,64 9 D
t2 pulpa 4 33,73 9

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=15,64248
Error: 51,9704 gl: 96

tratam estadio dias Medias n

tl verde 1 0,29 [ A

t2 verde 1 0,44 6 A

tl verde 2 0,73 6 A

t2 verde 2 1,02 o6 A

tl verde 3 1,02 6 A

t2 verde 3 1,31 6 A B

t2 verde 4 2,04 6 A B

tl verde 4 5,98 6 A B

t2 pre-envero 3 8,89 6 A B

t2 envero avan 3 9,92 6 A B

t2 envero avan 4 11,08 6 A B

tl envero avan 2 11,67 6 A B

tl pre-envero 3 11,81 6 A B

t2 envero avan 2 11,96 6 A B

tl pre-envero 4 12,54 6 A B

t2 envero avan 1 13,41 6 A B

t2 pre-envero 1 13,85 [ A B

tl pre-envero 1 14,00 6 A B

tl envero avan 1 14,29 6 A B

tl envero avan 3 14,58 6 A B C
tl pre-envero 2 14,87 6 A B C
tl envero avan 4 16,77 6 B C
t2 pre-envero 2 30,19 6 C
t2 pre—-envero 4 44,62 [

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=15,64248
Error: 51,9704 gl: 96

muestra estadio dias Medias n

lig verde 1 0,00 6 A

pulpa verde 1 0,73 6 A

lig verde 3 0,73 6 A

lig verde 2 0,73 6 A

pulpa verde 2 1,02 6 A

lig verde 4 1,31 6 A

pulpa verde 3 1,60 6 A

lig pre-envero 1 2,48 6 A

lig pre-envero 2 4,81 6 A B

lig envero avan 3 6,12 6 A B

pulpa verde 4 6,71 6 A B

lig envero avan 1 7,29 6 A B

lig envero avan 4 8,31 6 A B

pulpa envero avan 2 8,46 6 A B

lig pre-envero 4 8,75 6 A B

pulpa pre-envero 3 9,91 6 A B C
lig pre-envero 3 10,79 6 A B c
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lig envero avan 2 15,16 6 A B C
pulpa envero avan 3 18,37 6 B C
pulpa envero avan 4 19,54 6 B C
pulpa envero avan 1 20,41 6 B C
pulpa pre-envero 1 25,37 6 C
pulpa pre-envero 2 40,25 6

pulpa pre-envero 4 48,42 6

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=23,40790
Error: 51,9704 gl: 96

tratam muestra estadio dias Medias n

tl lig verde 1 0,00 3 A

t2 lig verde 1 0,00 3 A

tl lig verde 3 0,58 3 A

tl pulpa verde 1 0,58 3 A

tl lig verde 2 0,58 3 A

t2 pulpa verde 1 0,87 3 A

tl lig verde 4 0,87 3 A

t2 lig verde 2 0,87 3 A

t2 lig verde 3 0,87 3 A

tl pulpa verde 2 0,87 3 A

t2 pulpa verde 2 1,16 3 A B

tl pulpa verde 3 1,46 3 A B

t2 pulpa verde 3 1,75 3 A B

tl lig pre-envero 1 1,75 3 A B

t2 lig verde 4 1,75 3 A B

t2 pulpa verde 4 2,33 3 A B

tl lig pre-envero 2 2,91 3 A B C

t2 lig pre-envero 1 3,21 3 A B C

tl lig envero avan 1 4,08 3 A B C D
t2 pulpa envero avan 2 4,08 3 A B C D
t2 lig envero avan 4 5,54 3 A B C D
tl lig envero avan 3 5,83 3 A B C D
t2 lig envero avan 3 6,42 3 A B C D
t2 lig pre-envero 2 6,71 3 A B C D
t2 lig pre-envero 4 7,00 3 A B C D
t2 lig pre-envero 3 7,29 3 A B C D
tl pulpa pre-envero 3 9,33 3 A B C D
t2 lig envero avan 1 10,50 3 A B C D
t2 pulpa pre-envero 3 10,50 3 A B C D
tl lig envero avan 2 10,50 3 A B C D
tl lig pre-envero 4 10,50 3 A B C D
tl pulpa verde 4 11,08 3 A B C D
tl lig envero avan 4 11,08 3 A B C D
tl pulpa envero avan 2 12,83 3 A B C D
t2 pulpa envero avan 3 13,41 3 A B C D
tl lig pre-envero 3 14,29 3 A B C D
tl pulpa pre-envero 4 14,58 3 A B C D
t2 pulpa envero avan 1 16,33 3 A B C D
t2 pulpa envero avan 4 16,62 3 A B C D
t2 lig envero avan 2 19,83 3 A B C D
tl pulpa envero avan 4 22,46 3 A B C D
tl pulpa envero avan 3 23,33 3 A B C D
tl pulpa envero avan 1 24,50 3 B C D
t2 pulpa pre-envero 1 24,50 3 B C D
tl pulpa pre-envero 1 26,25 3 C D
tl pulpa pre-envero 2 26,83 3 D
t2 pulpa pre-envero 2 53,67 3

t2 pulpa pre-envero 4 82,25 3

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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