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Resumen:

Se estudid la relacién entre el desarrollo del color con el contenido de antocianinas y clorofila
en diferentes grados de madurez de mortifio (Vaccinum floribundum). Los frutos se cosecharon
segun su color superficial de 100% verde hasta 100% negro. Se midio6 el color segun la escala
CIE L*a*b* y se determind la diferencia de color (AE). El contenido de antocianinas y clorofila se
realizé por espectrofotometria UV-VIS. Se establecieron cinco estados de madurez: (1) verde,
(2) verde/rosado, (3) rosado, (4) rosado/negro y (5) negro. Se encontré que la maduracién
presenta una relacién inversa con la luminosidad y la saturacién de color. Se obtuvieron valores
positivos de a* y negativos de b* para los estados de madurez 3, 4 y 5 (color rojo y azul); y
valores negativos de a* y positivos de b* para los estados 1 y 2 (color verde y amarillo). Entre
los estados 4 y 5 se encontrd la menor diferencia de color (AE). Entre los estados 1y 5 se
observd una disminucién de 0,052mg/g de clorofila y un incremento de 13700mg/kg del
contenido de antocianinas. Se encontré una relacion directa entre el tono del color (Hue) y el
contenido de compuestos con actividad antioxidante constituyendo un antecedente para futuras
investigaciones y por otro lado, el aprovechamiento de este fruto en diferentes estados de
madurez.
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Abstract:

The relationship between color development with anthocyanins and chlorophyll content at
different stages of maturity of mortifio (Vaccinum floribundum) was studied. The fruits were
harvested by surface color from 100% green to 100% black. The color scale was measured
according to CIE L* a* b* and color difference (AE) was determined. The anthocyanin and
chlorophyll content was performed by UV-VIS spectrophotometry. The following scale was used
to establish the stage of maturity: (1) green, (2) green/pink, (3) pink, (4) pink/black and (5) black;
It was observed that increasing the maturation stage, the brightness and color saturation
decrease. Results showed positive values of a* and negative of b* for maturity stages 3, 4 and 5
(red and blue); and negative values of a * and positive of b * for states 1 and 2 (green and
yellow). Smallest differences in color (AE) were found between states 4 and 5. Among the
states 1 and 5 was evident a decreased of 0,052 mg/g in chlorophyll content and an increase of
13700mg/kg in anthocyanins. The degree of maturity of the fruit has a direct relationship
between the color tone and content of components with antioxidant activity constituting a
precedent for future researches and its use of this fruit in different stages of maturity.
Keywords: Mortifio, anthocyanins, chlorophyll, color, maturity.
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1. Introduccién

El mortifio (Vaccinum floribumdum) es un fruto climatérico perteneciente a la familia Ericaceae,
conocido como “Andean Blueberry”, es una especie endémica que se desarrolla de forma silvestre
en los paramos ecuatorianos entre los 2800 y 4000 m.s.n.m. (Jimenez, 2004; Popeneo, King,
Leon, & Sumar, 1989; Davila, Andrés, Stalin, & Francisco, 2010; Pérez & Valdiviezo, 2007).

Durante el proceso de maduracion el mortifio sufre una serie de cambios de color: desde verde
cuando aun no madura, rosado cuando alcanza la madurez fisiol6gica hasta alcanzar un color

negruzco cuando llega a la madurez horticola o comercial (Vargas, 2002; Patifio, 2002).

El color es una propiedad de la materia que se relaciona directamente con el espectro de luz y se
puede medir fisicamente debido a su energia radiante o intensidad, asi como también por su
longitud de onda. El cambio de coloracién que acompafa a la madurez fisiolégica de las frutas se
emplea comunmente para determinar el indice de madurez de las mismas. A pesar de que el 0jo
humano es extremadamente sensible a las diferencias entre colores, sélo es capaz de dar una
medicion subjetiva, es por esta razon que se utilizan aparatos precisos que combinan la

electrénica y la Gptica permitiendo realizar medidas objetivas del color (Badui, 1981).

Las frutas tienen una alta concentraciébn de pigmentos (la mayoria de ellos con actividad
antioxidante) facilmente identificables por colores caracteristicos presentes en su parte externa.
Es el caso de las antocianinas que poseen colores azul, purpura, violeta, magenta, rojo y naranja.
Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza tanto en flores y frutas como
en raices y hojas, presentan una reconocida capacidad antioxidante que ha sido ampliamente
estudiada; por otro lado, las clorofilas se caracterizan por el color verde e intervienen en la
fotosintesis en las plantas, algas y bacterias fotosintéticas (Tupuna, 2012; Pokorny, Yanishlieva, &
Gordon, 2001; Skoog, West, Holler, & Crouch, 2001; Fennema, 2000).

Existe una relaciéon entre el color y la maduracién de las frutas que se refleja al momento de la
cosecha, postcosecha y comercializacion, debido a los cambios de pigmentacién que tienen lugar
durante el desarrollo y maduracion del producto sobre la planta. De este modo se puede
relacionar el contenido antioxidante con el color de las frutas, pudiendo ser medido gracias a la
propiedad que posee cada pigmento para absorber una cierta longitud de onda del espectro
visible (Badui, 1981; Sinha, Sidhu, Barta, Wu, & Cano, 2012). El objetivo del presente trabajo de
investigacion fue relacionar el desarrollo del color con el contenido de antocianinas y clorofila en

diferentes grados de madurez del mortifio.
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2. Metodologia

2.1 Material vegetal y medida de color superficial
Frutos de mortifio en diferentes grados de madurez fueron cosechados en el paramo “El
Pedregal”, ubicado en el cantdon Mejia, Provincia de Pichincha. Inmediatamente se trasladaron al
Laboratorio de Biotecnologia (Facultad Ciencias de la Ingenieria-UTE) donde se clasificaron
segun su color superficial (relacionado con su grado de madurez). Se realiz6 la medicion del color
usando un colorimetro Konica Minolta CR 400 (escala CIE L*,a*,b*); se obtuvo valores de L* para
luminosidad comprendidos entre 0 y 100; valores de a* para colores rojos (positivos) y verdes
(negativos), y valores de b* para colores azules (negativos) y amarillos (positivos) (Konica Minolta,
2012; Zheng, Chien, Shiow, & Wei, 2003).
Ademés se determinaron los parametros de color: Chroma — C* (indicador de intensidad o
saturacion de color) y el angulo Hue - H (tono, matiz o longitud de onda dominante), para lo cual
se utilizé los valores de a*y b*, segln las ecuaciones 1y 2.

C* = [(@)?+ (b2 [1]

H= Tan™! (E) [2]

Mediante la ecuacién 3 se determind la diferencia de color (AE) entre los diferentes estados de

madurez, en términos de Luminosidad, a* y b*.

AE*ab = [(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?]/2 3]

2.2 Extraccion y cuantificacion de antocianinas

Se cuantificé el contenido de antocianinas segin el método de Beas (2011) con ligeras
modificaciones. Se peso entre 0,02 y 5 gramos (segun el estado de madurez) de tejido congelado
y triturado, se agreg6 10 ml de HCI 1% en metanol, se agité por 15 min y se centrifugé a 6000 rpm
durante 5 min, posteriormente se retir6 el sobrenadante y se conservo protegido de la luz; al pellet
se afiadi6 10 mL de solvente, se agité y centrifugd nuevamente. Se midié la absorbancia del
sobrenadante a 540nm y se expresO el contenido de antocianinas totales en mg/kg (como

equivalentes de cianidina-3-glucésido), segun la ecuacion 4.

¢ = (2) (iowo) M) (oo ugzra) (10 g

Donde,

C = Concentracion de Antocianinas (mg/kg)

A = Absorbancia méaxima

& = Absortividad actividad molar cianidina-3-glicésido (25955/cmM)
Vol= Volumen total de extracto

PM= Peso molecular cianidina-3-glicésido (449Da)
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2.3 Extraccion y cuantificacién de clorofila

Se pesaron de 0,05 a 5 gramos de tejido congelado y triturado (segun el estado de madurez de la
fruta), a los cuales se afiadi6 15 ml de acetona al 80%. El homogenizado resultante fue
centrifugado a 12000 rpm durante dos minutos. Para la medicion de contenido de clorofila se
utilizé el método de Arnon (1949), en el cual se midié la absorbancia de la muestra a 645 y 662
nm. Se determind el contenido de clorofila a (ecuacién 5), clorofila B (ecuacion 6) y clorofila total

(ecuacion 7).

__ (12,7 x Age3)—(2,6 X Agys)]x mL Acetona
- mg de muestra

Clorofila (%) [5]

. mg\ _ [(12,7 xAgss)—(2,6 X Agg3)]x mL Acetona
Clorofila B (?) - mg de muestra [6]
Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila 3 [7]

2.4 Analisis estadistico y disefio experimental

Se utilizé el disefio experimental completamente al azar. Se realiz6 el andlisis de varianza (Anova
simple) y las medias se compararon por el test de Tukey con un nivel de significancia de 0,05, se
empled el programa Statgraphics Centurion XV.

3. Resultados

3.1 Medida de color superficial
Los frutos fueron cosechados en diferentes estados de madurez y se clasificaron segun su color

superficial utilizando la escala que se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion del mortifio por grado de madurez

Estado de Madurez Caracteristica
1 Color verde 100% @
5 Color 50% verde — 50% gf
rosado
3 Color rosado 100% @
4 Color 50% negro - 50% rosado ‘
5 Color negro 100% ‘
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En la tabla 2 se presentan los resultados de los parametros de color de los diferentes grados de
madurez de mortifio. Se observé un descenso de los valores de L a lo largo de la maduracién. Los
frutos de color verde 100% (estado de madurez 1) presentaron un valor de luminosidad de 37 que
se mantuvo practicamente constante en los frutos hasta el estado de madurez 2 (color verde-
rosado), mientras que al alcanzar la madurez fisiolégica en el estado de madurez 3 (color rosado)
el valor de luminosidad disminuy6 a 30,92; valor similar al encontrado en el estado de madurez 4
(color negro-rosado); cuando los frutos alcanzaron la madurez horticola en el grado de madurez 5
(color negro), se determind un valor de luminosidad de 28. Zheng, Chien, Shiow y Wei (2003)
reportaron para arandano maduro valores de L=32 (mayor al obtenido para mortifio),
probablemente esta diferencia se deba a la coloracion que caracteriza al ardndano cuando
alcanza su madurez comercial (color azul). Por lo contrario, en productos donde el cambio de
color durante la maduracion es de amarillo a verde como la soya se registran incrementos de los
valores de L (Sinnecker, Gomes, Areas, & Marquez, 2002). Cuando el color se acerca a blanco los

valores de luminosidad son mayores que cuando el color tiende a negro (Kénica Minolta, 2012).

Tabla 2. Medida de pardmetros de color L, a*, b*, C* y H para los diferentes estados de madurez
del mortifio (Vaccinium floribundum)

Estado de Pardmetros de color

madurez L a* b* Cc* H
1 37.36° -568" 1037  11.84*°  155.46°
2 37.74° 051" 6.38° 6.53° 204.04°
3 30.91° 577 0.41° 5.82° 91.63°
4 30.21° 3.04° -1.07° 3.27° 308.34%
5 28.01°  1.29° -1.67° 2.14° 331.82%

Tukey o,0s 0.54 0.37 0.41 0.47 34.29

Letras distintas indican que el valor es significativamente diferente entre los estados de madurez.

El valor inicial de a* en los frutos de color verde 100% (estado de madurez 1) fue de -5,68
aumentando 11 unidades en el estado 3 (a*=5,77) alcanzando al final de la maduracién un valor
de 1,29 (estado de madurez 5). Los cambios ocurridos en a* se deben a que cuando el color
tiende a rojo los valores de a* aumentan en sentido positivo de acuerdo al plano del espacio de
color L*a*b* y por el contrario, si el color tiende a verde los valores de a* aumentan en sentido
negativo (Kénica Minolta, 2012; Sinnecker, et. al., 2002). Valores similares a los obtenidos para
los frutos de mortifio fueron reportados por Sinnecker, Gomes, Areas, & Marquez (2002) en
semillas de soya y por Zheng, et. al. (2003) para arandano azul.

En cuanto a los valores de b* se obtuvo un valor inicial de 10 (mortifio verde 100%) mientras que
en el estado 5 (madurez horticola) se obtuvo un valor -1,67. Estos cambios se producirian debido

a que cuando el color tiende a azul la medida de b* aumentara en sentido negativo de acuerdo al
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plano del espacio de color L*a*b*, y si el color tiende a amarillo, la medida de b* aumentara en

sentido positivo (Konica Minolta, 2012).

A lo largo de la maduracion el valor de Croma (C*) disminuy6 gradualmente, segin se observa en
la tabla 2. En el estado de madurez 1 se obtuvo un valor de C*=11,84 mientras que en el estado
de madurez 5 se encontré un valor de 2,14. La saturacién del color disminuyé conforme aumenté
el estado de madurez de la fruta; lo que indica que mientras el color tiende a verde, se presenta
una saturacién mayor y mientras el color tiende a negro, la saturacion ser4 menor. Resultados
similares a los obtenidos en la presente investigacion fueron reportados por Zheng et. al. (2003)
en arandano azul; mientras que los valores del angulo Hue se incrementaron durante la
maduracién del mortifio de 155° (estado madurez 1) a 331° (estado madurez 5). Resultados

similares han sido reportados en manzana (Greer, 2013) y arandano (Zheng, et. al., 2003).

Tabla 3. Diferencia de color (AE) durante la maduracién del mortifio (Vaccinium floribundum)

Estado de Madurez 2 3 4 5
1 21,551 135,507 129,219 140,510
2 - - 54,241 55,474 72,128
3 - - - - 5,164 16,575
4 - - - - - - 4,127

Al analizar la diferencia de color (AE), segun se observa en la Tabla 3, se encontr6é que entre los
estados de madurez 1 y 2 (mortifio verde y verde-rosado, respectivamente) la diferencia fue de
21,6 unidades; entre los estados 2 y 3 (mortifio rosado) el AE fue de 54,2 unidades. Al avanzar el
proceso de maduracion de la fruta esta diferencia disminuy6é a 5,2 unidades entre el estado 3
(madurez fisiologica) y 4 (mortifio negro-rosado). Cuando el mortifio pas6 del estado 4 al 5
(mortifio negro) y alcanzé la madurez comercial, la diferencia de color fue de 4,1 unidades. Se
pudo observar que el cambio de color en los estados 1-2 y 2-3 es mayor en comparacion con el
cambio entre los estados 3-4 y 4-5, resultados similares fueron reportados por Qudsieh et. al.,
(2002) indicando que durante el proceso de maduracioén esta diferencia disminuye debido a que la

fruta alcanza la madurez y ademas existe concentracion de sustancias que aportan color.

3.2 Contenido de antocianinas

El contenido de antocianinas en los diferentes estados de maduracion de mortifio se indica en la
tabla 4. En el estado de madurez 1 la concentracion de antocianinas fue de 41 mg/Kg cianidina-3-
glucésido (mortifio verde) similares a los valores reportados por Kalt, et. al. (2003) en diferentes
variedades de ardndano azul. Cuando los frutos de mortifio alcanzaron el estado de madurez 2
(mortifio verde-rosado) se produjo un incremento en relacion 1:10 teniendo una concentracion de

antocianinas 415 mg/Kg cianidina-3-glucosido; Kalt, et. al. (2003) indica que el contenido de
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antocianinas para arandanos de color rosado se encuentra entre 75 a 450 mg/Kg cianidina-3-

glucésido segun la variedad, siendo estos valores similares a los del mortifio.

Tabla 4. Contenido de antocianinas en los diferentes estados de madurez del mortifio (Vaccinium
floribumbun)

Estado de Antocianinas
Madurez (mg/Kg cianidina-3-glucésido)
1 40,97°
2 415,27¢
3 1295,9°
4 3287,39"
5 13830

Tukey0’05 = 1228,7

Letras distintas indican que el valor es significativamente diferente entre los
estados de madurez.

Cuando el fruto alcanza la madurez fisiolégica (estado 3), se encontr6 una concentracion de
antocianinas de 1295 mg/Kg cianidina-3-glucésido, mientras que cuando los frutos de mortifio
alcanzar el estado de madurez 4 (negro-rosado) la concentracion sufri6 un incremento casi dos
veces mayor alcanzando valores de 3280 mg/Kg cianidina-3-glucésido; valores similares fueron
reportados por Wang, et. al. (2009) para arandano azul. En el estado de madurez 5 (madurez
horticola) los frutos de mortifio presentaron una coloracion negruzca y la concentracion de
antocianinas se increment6 hasta 13800 mg/Kg cianidina-3-glucésido, siendo mayor al contenido
de antocianinas en diferentes variedades de arandano azul en los que se han encontrado valores
entre 7400 y 9200 mg/Kg cianidina-3-glucosido (Kalt, et. al., 2003).

La concentracién de antocianinas se incrementa durante la maduracion en todas las especies de
Vaccinium. Este aumento se produciria debido a que las bayas en las primeras etapas de
madurez contienen clorofilas (color verde), las cuales se degradan progresivamente siendo
sustituidas por las antocianinas, las mismas que se manifiestan con la coloracién caracteristica
roja, morada o negra en el caso del mortiio que se complementa por una serie de cambios
relacionados con el desarrollo de compuestos tales como taninos y otros acidos organicos, dando
como resultado colores mas oscuros y variados (Kalt, et. al., 1999; Qudsieh, et. al., 2002; Coleto,
1994).

3.3. Cuantificacion de clorofila

Se determind el contenido de clorofila o, f y total en los diferentes estados de madurez del
mortifio (tabla 5). El mayor contenido de estos compuestos se encontré en estado de madurez 1y
los menores valores se encontraron en los estados de madurez (4 y 5). Los valores de clorofila a
y B que se obtuvieron en la presente investigacion, para los frutos de mortifio, son mayores que

los reportados por Brotons, Manera, Conesa, & Porras, (2013) en brocoli (Brassica oleracea) y por
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el contrario, son menores a los presentados por Burns, Fraser, & Bramley (2003) en lechuga y

pimiento, esta diferencia indica que existe variacion del contenido de clorofila en cada vegetal.

Tabla 5. Contenido de clorofila a, B y totales en el mortifio (Vaccinium floribundum)

Estado de Clorofilaa  Clorofilap Clorofila Total

Madurez (mg/g) (mg/g) (mg/g)
1 0,045 0,030 0,075%
2 0,035 0,018 0,053"
3 0,019 0,014 0,032°
4 0,013 0,010 0,023¢
5 0,010 0,009 0,019°

Tukey0'05 = 0,011
Letras distintas indican que el valor es significativamente diferente entre los
estados de madurez.

El contenido de clorofila disminuye durante la maduracion de los frutos. La cantidad de clorofilas
totales contenidas en el mortifio antes de empezar el proceso de maduracion fue de 0,075 mg/g
(tabla 5). La concentracion de clorofila varia segln las especies y serd mayor en aquellas que
presentan color verde a lo largo del proceso de maduracion por ejemplo: brécoli (0,0191 mg/g),
limén verde (0,1590 mg/g) y melén verde (0,20 mg/g) (Burns, Fraser, & Bramley, 2003; Srilaong,
Aiamla-or, Soontornwat, Shigyo, & Yamauch, 2011; Tadmor, et. al., 2010).

Cuando los frutos de mortifio inician el proceso de maduracién toman coloracién rosada en ciertas
partes del fruto (estado de madurez 2), manteniendo varias zonas con color verde. La cantidad de
clorofila en esta etapa disminuy6 a 0,053 mg/g y cuando la fruta alcanz6 la madurez fisiol6gica
(estado de madurez 3-color rosado) el contenido de clorofila alcanzé valores de 0,032 mg/g.

En el estado de madurez 5 (madurez horticola) los frutos presentan una coloracion negruzca, la
concentracion de clorofilas disminuy6é a 0,019 mg/g. Zude (2003) reportd valores similares en
manzana; mientras que se han reportado valores ligeramente mayores en remolacha (Arnon;

1949) y en frutos de coloracion negruzca como el pimiento jalapefio (Moreno et. al.,2010).

16000 - o - 0.08
e=fl=e Antocianinas
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Figura 2. Relacion del contenido de antocianinas y clorofilas por estado de madurez
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El color se toma como una caracteristica de calidad sensorial y valor nutricional (Brotons et al,
2013). Se analiz6 la relacion entre el contenido de antocianinas y clorofila en los diferentes
estados de maduracién de mortifio (figura 2); en el estado de madurez 1 presentaron una alta
concentracion de clorofilas en comparacion a los estados 4 y 5, es decir que, mientras avanza el
proceso de maduracién el contenido de clorofilas disminuye y ocurre lo contrario con las
antocianinas, las cuales se encuentran en baja cantidad en las primeras etapas de maduracion
(estados de madurez 1y 2) e incrementan gradualmente hasta llegar a una alta concentracion en
los estados de madurez 3, 4 y 5. Siendo el mortifio un producto rico en antocianinas, su
determinacion en diferentes estadios de maduracién permitiria el aprovechamiento del fruto para

la extraccién de compuestos bioactivos.
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Figura 3. Relacion de las medidas de a*, b*, Luminosidad y Croma con el contenido de (A)
Antocianinas Totales y (B) Clorofila total en mortifio (Vaccinium floribundum)

En la figura 3A se puede observar la relacién entre el contenido de antocianinas y los parametros

de color L, a* b* y C*. Cuando la fruta presenta colores con altos valores de Luminosidad y
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Saturacion, y valores negativos para la medida de a* y positivos para la medida de b* la
concentracion de antocianinas es baja. A medida que aumenta el contenido de antocianinas, los
valores de luminosidad y saturacion son bajos, y se encuentran acompafados de valores positivos
de a* y negativos de b*. En contraste con lo que ocurre con el contenido de clorofila (figura 3B),
cuanto éste es mayor la fruta presenta medidas altas de Luminosidad y Saturacion, y valores
negativos para a* y positivos para b*; y, por lo contrario cuando la concentracién de clorofila
disminuye, el mortifio presenta medidas de luminosidad y saturacién bajos, acompafiado de

valores positivos para a* y negativos para b*.

4. Conclusiones y Recomendaciones

La medida de luminosidad (L) y la saturacion (Croma) descienden conforme la fruta aumenta su
estado de madurez, mientras que los valores del angulo Hue fueron los correspondientes al
cuadrante del plano de color que caracteriza cada estado de madurez. Ademas, se obtuvieron
valores positivos de a* y negativos de b* para los estados de madurez que tienden hacia el color
rojo y azul respectivamente (estados 3, 4 y 5); y valores negativos de a* y positivos de b* para los

estados de madurez que tienden al color verde y amarillo, respectivamente (estados 1y 2).

A medida que avanzé el proceso de maduracion se produjo una reduccion del 70% del contenido
de clorofilas entre los estados de madurez 1 (mortifio color verde) y 5 (mortifio color verde). Esta
diferencia de concentracién esta directamente relacionada con el color, que es una caracteristica
fisica que indica qué tipo de compuestos estan contenidos mayoritariamente en una fruta, de
forma que se establezca una relacion directa entre el color y el contenido de compuestos

coloreados como clorofila y antocianinas.

Por otro lado, los resultados encontrados permiten el planteamiento de nuevos temas de
investigacion como la relacion entre la variacion de color que sufre la fruta durante el proceso de
maduracioén y el contenido de compuestos antioxidantes presentes en el mortifio, de modo que se
pueda aprovechar los frutos en diferentes estados de madurez constituyendo una fuente de
compuestos bioactivos dada la importancia que tienen estos compuestos y su implicacion en la
salud humana. Ademas, la promocion del consumo de productos con ingredientes funcionales
como el mortiio aumentaria su demanda en mercados nacionales asi como generar fuentes

agroindustriales con efectos socio econdémicos en las zonas de produccion.
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