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Degradation dynamics was studied in a new antioxidant format to use natural juice of  lettuce (Lactuca  
sativa L., Cv. Justine) in human diets as a functional food. Chlorophylls a, b and carotenoids content 
and stability were quantified and characterized under pH-medium and temperature conservation 
techniques for ten days. A 3x3 factorial ANOVA arrangement design was used. The first and second 
factors were the juice storage temperature (5, 20 and 35 °C), and the liquid pH-medium (without 
additives, 4,5 and 7,5), respectively. Significant minimum differences were achieved by means of 
Tukey’s multiple comparison test (α = 0.05). 
Significant differences were found on pigment concentrations between pH factor versus 
temperature. The storage temperature x liquid pH-medium interaction was signficant and showed 
that chlorophylls a and b and carotenoids maintained greater stability in alkaline solutions and 
temperatures close to 20 °C. The most important conservation factor was pH. The results allowed 
to conclude that there is wide variation between pigment types, highlighting chlorophyll b that 
had a more desirable behavior at higher temperatures. In general, there were evident decreases 
in pigment concentration from five days of storage, suggesting a potential use of lettuce juice as a 
functional ingredient in human diets. 
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RESUMEN

Se estudió la dinámica degradativa de nuevos formatos de consumo de pigmentos antioxidantes para beneficio de la salud 
humana. Se cuantificó y caracterizó la estabilidad de clorofilas a, b y carotenoides en zumo de Lechuga (Lactuca sativa L.) Cv. 
Justine durante diez días. Extractos de jugos se conservaron en base a diferentes pH  y temperaturas. Se utilizó un diseño ex-
perimental ANDEVA con arreglo factorial de 3x3. El primer factor correspondió a la temperatura de almacenamiento del zumo 
(5, 20 y 35 °C), y el segundo al pH del medio (sin aditivos, 4,5 y 7,5). Diferencias mínimas significativas se midieron utilizando 
el test de Tukey (α = 0,05).  
Se encontraron diferencias significativas sobre concentraciones de los pigmentos entre el factor pH frente al efecto de la tem-
peratura. Los resultados de la interacción de los factores mostraron que las clorofilas a y b  y carotenoides, mantuvieron mayor 
estabilidad en soluciones alcalinas y en condiciones de temperaturas cercanas a los 5 °C, identificándose además variabilidad 
asociada a las características propias de la molécula. El factor más importante para conservación fue el pH. Los resultados per-
mitieron concluir que existe variación en la degradación de acuerdo  al tipo de pigmentos, destacando la clorofila b que tuvo un 
comportamiento más deseable a temperaturas mayores. En general se evidenciaron disminuciones notorias en la concentración 
de pigmentos en el zumo desde los tres a cuatro primeros días de almacenaje. Los resultados permiten suponer los tiempos 
de conservación del zumo y también los momentos de inflexión de la degradación para mejorar el resultado cuantitativo final.
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INTRODUCCIÓN

Las hortalizas de hoja verde contienen varios tipos 
de pigmentos dentro de los que destacan las clorofi-

las (Chl) del tipo a y b, los carotenoides (α y β)  (San-
geetha y Baskaran, 2010; Liu et al., 2007) y también 
otros fitoquímicos naturales como fenoles y flavonoi-
des totales, vitamina C y licopenos (Dewanto et al., 
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2002) que al consumirlos, previenen dolencias coro-
narias (Engelhard et al., 2006) o enfermedades como 
el cáncer (Bertram y Bortkiewicz, 1995; Prior y Cao, 
2000; Liu, 2004).  Su efecto en el consumo se asocia a 
la capacidad de evitar el estrés oxidativo ante la pre-
sencia de radicales libres (RL) (Burns et al., 2003; Liu, 
2004; Carvalho et al., 2006; Khoo et al., 2011; Clark y 
Lee, 2016), por lo que su disponibilidad condiciona la 
calidad de los productos vegetales (Koca et al., 2007), 
lo que justifica su inclusión en las dietas como estra-
tegia de control preventivo de las dolencias mencio-
nadas (Winograd, 2006; MINSAL, 2016). El resultado 
de acción de estos pigmentos dependen del potencial 
reductor de diferentes tipos de moléculas presentes en 
células, tejidos y órganos de quien los consume, por lo 
que se hace necesario conocer y diferenciar el poten-
cial oxidante de las mismas en base a sus RL. 

Los RL son moléculas reactivas e inestables ener-
gizadas con electrones no apareados y se encuentran 
entre otros, en alimentos que contienen ácidos grasos 
insaturados. Ejemplo de RL son los derivados del oxí-
geno que incluyen al superóxido (O2

-), hidroxilo (OH-), 
hidroperoxilo (HOO-), peroxilo (ROO-) y alcoxilo (RO). 
También los hay en base al óxido nítrico (NO-) y al 
anión peroxinitrato (ONOO-), entre tantos más (Prior 
y Cao, 2000). Los RL reaccionan rápidamente con los 
compuestos circundantes dónde reducen electrones 
debido a su mayor potencial electroquímico. Para el 
caso de las células, una vez que se inicia el proceso de 
peroxidación, se produce una desestabilización en ca-
dena conducente a una desintegración de membranas 
que afecta a las proteínas y al ADN, resultando en la al-
teración estructural y funcional de esta unidad básica 
(Halliwell et al., 1995). 

Se sabe que la temperatura de almacenamiento 
es el factor más crítico para mantener la calidad en el 
proceso de productos vegetales (Hall et al., 2013). Va-
lores entre 0 y 10 °C ayudan a reducir la proliferación 
microbiana, respiración y degradación de compues-
tos bioactivos, sin embargo, el efecto final depende 
del tipo de material vegetal en estudio (Santos et al., 
2012). Los protocolos usualmente conllevan además 
variaciones de pH, a las que se suman a las  transfor-
maciones o degradaciones naturales que se producen 
durante la senescencia de la planta como también las 
estacionales de acuerdo a la época de producción (Ku-
fner, 1980; Gunawan y Barringer, 2000). 

Los pigmentos, particularmente las Chl a y b se 
encuentran  en una  relación aproximada de 3:1 en 
plantas superiores, y son responsables del color ver-
de característico en las hojas. Entre las Chl difieren en 
que la a poseen un grupo metilo en lugar de un residuo 
de aldehído (-CHO) como en la b en la posición 3 del 
carbono, lo que promueve en esta última resistencia 
o estabilidad térmica mayor (Schoefs, 2002).  Dentro 
este grupo, se pueden diferenciar a las a y a’ que son 

altamente intercambiables a temperatura ambiente y 
mucho más aún a temperaturas de 95 a 100 °C (Gross, 
1991). En estos procesos, la molécula de clorofila pier-
de su átomo central de Mg transformándose en  feofi-
tinas a y b (Pennington et al., 1964), que otorgan las 
coloración oliva posterior a los tratamientos térmicos.  

La clorofila y los carotenoides son altamente reac-
tivas al oxígeno debido a la presencia de una cadena 
larga de dobles enlaces de carbono conjugados (Chen 
y Chen, 1993), por lo que otra estrategia para conser-
var el pigmento es intervenir en la cadena metabólica 
o las enzimas que actúan sobre este blanco. Se busca 
la desnaturalización de las enzimas asociadas (peroxi-
dasas) por medio de la pasteurización. Estos métodos 
también ayudan a eliminar gases, sustancias sápidas 
no deseables y producir ablandamiento de tejidos, 
pero colateralmente induce la degradación de la cloro-
fila (Hernández y Gallego, 1999; Tijskens et al., 2001; 
Updike y Schwartz, 2003). Otro factor a considerar 
en la estabilidad de la molécula es la luz. Maunders y 
Brown (1983), determinaron la estabilidad de la clo-
rofila en hojas separadas de la planta y mantenidas en 
la oscuridad vs otras bajo luz natural, observando en 
las primeras una descomposición significativamente 
menor durante un periodo de 14 días, siendo siempre 
la Chl a más sensible a la degradación. La explicación 
más probable es que la luz tiene un papel fotoquímico 
directo en la degradación de clorofila en hojas senes-
centes, y que dicha fotodegradación, en lugar de reac-
ción metabólica, puede ser la principal responsable de 
la pérdida estacional de clorofila durante la senescen-
cia foliar .

En general se estima que para todos los pigmentos,  
la desnaturalización o conversión de ellos se produce 
por temperaturas umbrales de 50 a 60 °C variando su 
tasa de deterioro en relación a la duración del trata-
miento, especie vegetal y pH del medio (Gross, 1991). 

Los carotenos son insolubles en agua, lipofílicos, y 
se consideran como Provitaminas A (Shi y Le Maguer, 
2000). También son altamente susceptibles a la degra-
dación durante el procesamiento térmico (Schwartz y 
Von Elbe, 1983), lo que altera las propiedades que otor-
gan atributos de calidad visual y organoléptica a estos 
productos (Hayakawa y Timbers, 1977; Xue y Yang, 
2009), sobre todo asociado a coloraciones amarillas, 
naranjas y rojas (Arias et al., 2000). El contenido de ca-
rotenoides también cambia con la intensidad de la luz, 
manejos de precosecha, estado madurez del producto 
y la presencia de oxígeno al momento del proceso del 
producto (Meléndez-Martínez et al., 2007).

Por otra parte, la mayor cantidad de los alimentos 
podrían conservarse en buenas condiciones microbio-
lógicas cuando el medio tiene un pH 4,0, de modo que 
se han desarrollado una serie de métodos que persi-
guen controlar el pH mediante la producción endó-
gena de ácido o por adición exógena de algún ácido 
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orgánico como el acético, el cítrico e incluso el láctico 
(FAO, 1993). Sin embargo, se sabe que el pH inicial del 
material vegetal y los cambios del pH en el medio du-
rante el proceso y almacenamiento son factores deter-
minantes en la degradación de la clorofila, por lo que 
se busca ajustar el pH con agentes alcalinizantes utili-
zando sales orgánicas e inorgánicas (Andrés-Bello et 
al., 2013). En espinacas se ha observado una mejora en 
la estabilidad de la clorofila con el uso de carbonato de 
magnesio durante el almacenamiento mantiéndose las 
condiciones de calidad cuando el pH es elevado, mien-
tras que por el contrario, la clorofila se vuelve verde 
oliva en medios ácidos (Greve et al., 1994).

Los contenidos de pigmentos en lechugas varían de 
acuerdo a los cultivares, estado de madurez e incluso 
los métodos analíticos aplicados en su determinación 
(Izaki et al., 1986). Para el caso de los carotenos, es-
tos autores reportaron variaciones de hasta un 1400% 
entre variedades,  detallando valores medios de 11,95 
y 3,5 μg β-caroteno g MS-1 en hojas maduras y nuevas, 
respectivamente, lo que constituye una diferencia del 
340% superiores en hojas maduras respecto a las hojas 
jóvenes. Las clorofilas a y b en tanto tienen una misma 
tendencia de variación de acuerdo a los cultivares se-
leccionados variando de 5,3 a 74,9 y 1,5 a 16 mg 100 g  
MS-1, respectivamente. Lo anterior cobra importancia, 
pues las valorizaciones económicas y de calidad se ha-
cen en términos de colorimetría (Koca et al., 2007) y 
pérdida degradación porcentual de la molécula, y no 
sobre el contenido absoluto de Chl durante el almace-
namiento (Gross, 1991). 

Otra fuente de variación sobre los contenidos ab-
solutos de Chl en lechugas estan dados por la estación 
de cultivo, maximizándose su contenido en verano, 
pudiendo ser en estas condiciones cuatro veces supe-
rior en concentración de la Chl a con respecto a la b, 
mientras que en el invierno la relación puede incluso 
ser 1:1 (Kufner, 1980), por lo que para efectos indus-
triales, se debería considerar con mayor fuerza utilizar 
el criterio de la cantidad bruta y su estabilidad en el 
tiempo como medida de calidad del producto, más allá 
de la colorimetría o variación porcentual por almace-
namiento.

Pese a la toda información anterior, es muy poco 
frecuente hallar en la literatura protocolos o valores 
referenciales de ingesta de zumos o jugos de hojas de 
hortalizas que puedan ser considerados por su poten-
cial nutracéutico, y que se incluyan para dar valor agre-
gado a los alimentos de consumo cotidiano. Por esta 
razón se planteó como objetivo evaluar el contenido y 
estabilidad de los pigmentos fotosintéticos (clorofilas 
a, b y carotenoides) hallados en licuados provenientes 
de hojas de lechugas para consumo directo o comple-
mento para mejorar el nivel de funcionalidad en otros 
alimentos. Se planteó que modificando las condiciones 
medioambientales de conservación en cuanto a pH y 

temperatura del zumo de lechuga, se pueden mante-
ner sus compuestos bioactivos (pigmentos) por tiem-
pos diferenciales. 

MATERIAL Y MÉTODOS

La investigación se realizó en los laboratorios del 
Instituto de Ciencia y Tecnología de los Alimentos 
(ICYTAL) de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Uni-
versidad Austral de Chile, Valdivia, durante un período 
de almacenamiento de diez días.

Materiales y equipos

Se utilizaron lechugas (Lactuca sativa L.) var. Ca-
pitata (tipo mantecosas) cv. Justine, las cuales fueron 
recolectadas en madurez de consumo a inicios del ve-
rano desde parcelas experimentales de la Estación Ex-
perimental Agropecuaria Austral - Fundo Santa Rosa, 
ubicada en el sector Cabo Blanco, perteneciente a la 
misma Universidad. Luego de realizar los protocolos 
de saneamiento, separación y procesado de higiene 
de las hojas para garantizar la inocuidad del produc-
to (Hormazabal, 1999), y extracción del zumo (FAO, 
1993), se determinaron las variables del experimento: 
contenido de pigmentos (µg L-1) y tasa de degradación 
diaria (% deg). 

La extracción de jugo se hizo con ayuda de un ex-
tractor de jugos (Sindelen Mod EX350, RPC) que sepa-
ró la pulpa y el jugo del producto no agregando agua 
en el proceso. Posteriormente, se envasó el zumo en 
tubos Falcon de 20 mL, y se pasteurizó a 65 °C 25 min-1 
para eliminar/inactivar la flora microbiana y enzimas 
que pudieran causar el deterioro del jugo. Luego, los 
tubos fueron introducidos en una tina con agua a 5 °C 
hasta alcanzar la misma temperatura para hacer efec-
tiva la pasteurización. Posteriormente, los tubos fue-
ron llevados a condiciones de -18 °C (Mademsa, Mod. 
MFH x 2000, CL) para conservar las propiedades hasta 
el momento de iniciar los análisis.

La extracción de pigmentos para cada réplica se 
realizó incorporando el jugo a un vaso precipitado de 
100 mL con 0,4 g de Ca2CO3 precipitado. Posterior-
mente, se sacaron 20 mL de la solución y en un vaso 
precipitado de 50 mL, se diluyeron en 10 mL de aceto-
na 85% v/v. Enseguida se adicionaron 5 mL de éter de 
petróleo 0,1 N hasta que visualmente toda la pigmen-
tación de la grasa y fibra soluble se hubiese separado. 
Finalmente, se incorporaron 50 mL de H2O destilada a 
la solución. El extracto fue filtrado a través de un disco 
de papel filtro (Whatman Grado 41, Ashless 150 mm, 
Schleicher & Schuell, Alemania) y el producto se incor-
poró a las cubetas espectrofotométricas. Las lecturas 
de concetración de pigmentos para clorofilas a y b, y 
carotenoides se hicieron introduciendo estas cubetas 
en un espectrofotómetro (Ray Leigh, Mod. UV-1601, 
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RPC) calibrado y en forma periódica cada 24 h, expre-
sando los resultados como μg mL-1 de acuerdo a los 
patrones  de densidad óptica de 660, 642 y 470 nm 
para las clorofilas a, b y carotenoides, respectivamente 
(Lichtenthaler, 1987). Las concentraciones de clorofila 
en las muestras fueron calculadas de acuerdo a las si-
guientes ecuaciones (AOAC, 1980): 

(1)        

(2)

Mientras que para los carotenoides totales se utili-
zó la expresión (Lichtenthaler, 1987): 

(3)

La tasa de degradación de los pigmentos se ob-
tuvo por medio de relaciones porcentuales entre los 
días estudiados, calculándose además el coeficiente de 
variación, en cada uno de los tratamientos a modo de 
comparar la varibilidad de la estabilidad.

Para inducir el cambio de pH en el jugo extraído, 
se utilizó ácido ascórbico y bicarbonato de sodio en 
una dosis de 2,5 g 100 mL de jugo de acuerdo a los 
regualdores ácido/base permitidos por el Reglamento 
Sanitario de los Alimentos del Ministerio de Salud de 
Chile  (MINSAL, 1996). La temperatura para almace-
namiento fue lograda con el uso de estufa (Memmert, 
Mod. 100-800, Alemania), siendo mantenidos los tu-
bos en oscuridad y sacando una alícuota cada 24 ho-
ras para la determianción de las concentraciones de 
pigmentos.

Diseño experimental

Para el diseño experimental se utilizó un Análisis 
de Varianza (ANDEVA) con arreglo factorial de 3x3  
(α = 0,05), siendo el primer factor la temperatura de al-
macenamiento del jugo con subniveles de 5, 20 y 35 °C;  
y el segundo, el conservante (ácido, básico, sin con-
servante o control), obteniendo nueve tratamientos 
los cuales contaron con tres réplicas (tubos) cada uno 
siendo esta la unidad experimental. Luego de com-
probar los supuestos del modelo, se estudiaron las 
posibles interacciones entre los factores y en el caso 
de haber diferencias se realizó una segregación de a 
acuerdo a las diferencias mínimas con el Test de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Para todas las muestras se consideró un valor me-
dio incial previo a las pasteurizaciones de 24,7 µg L-1 
de clorofilas totales (15,4 y 9,3 µg L-1 para Chl a y b, 
respectivamente) y 15,1 µg L-1 de carotenoides.

                                        Chl𝑎𝑎(μg mL−1) = 9,93 ∗  A660 − 0,777 ∗ A642,5 

                                      Chl𝑏𝑏(μg mL−1) = 17,6 ∗  A642,2 − 2,81 ∗  A660 

                                         Car(μg mL−1) =  [1000 ∗  A470 − 1,82 ∗  Chl𝑎𝑎 − (85,02 ∗  Chl𝑏𝑏)]
198  

Efecto de la temperatura sobre los pigmentos: 
estabilidad y contenidos

Chl a

Las dinámicas medias asociadas a regresiones lo-
garítimicas significativas de degradación de la Chl a 
en los distintos medios de conservación y para cada 
una de las temperaturas de almacenamiento, pueden 
ser vistas en la Figura 1 (A, B y C). Los datos arrojaron 
medias estadísticamente significativas para el factor 
temperatura con  5,4; 3,5 y 4,1 µg L-1, para 5, 20, 35 °C,  
respectivamente, para el primer día de almacenaje. 
Para el día cuatro, todos los tratamientos disminuye-
ron en torno a un 50%, con valores medios significati-
vos de 3,2; 2,3 y 2,7 µg L-1, en el mismo orden. El último 
día (10º), se obtuvieron los menores valores medios 
significativos entre si con degradaciones del 84,9; 94,3 
y 91,3% con respecto al inicio del ensayo para las tem-
peraturas de 5, 20 y 30 °C, respectivamente (Cuadro 1).  
El promedio diario de  Chl a para los 10 días de almace-
naje varió de un máximo de 3,3 (5 °C) a un mínimo de 
2,1 (20 °C) µg L-1, lo que significó un 55% más de pig-
mentos asociados al nivel de temperatura de 5 °C, sien-
do el valor para 35 °C un punto intermedio con 2,8 µg  
L-1 de Chl a. En general, aunque resultaron significati-
vos todos los datos de comparaciones, el efecto de la 
temperatura en la degradación o estabilidad de la Chl a 
fue mínimo, ya que la como promedio en el perído sólo 
fue responsable del 7,6% de la variabilidad de acuerdo 
a la suma de cuadrados obtenidos en el periodo en el 
uso del ANDEVA.

Chl b

Las curvas logarítmicas significativas de degrada-
ción de la Chl b promedio de los distintos medios de 
conservación y para cada una de las temperaturas 
de almacenamiento, pueden ser vistas en la Figura 1  
(D, E y F), donde todos los valores fueron significantes 
entre los diferentes niveles térmicos de almacenamien-
to para cada uno de los días. El promedio observado de 
todos los conservantes al primer día de almacenamien-
to de Chl b para 5 °C fue 6,9, mientras que para 20 °C 
se alcanzó 4,8 µg L-1, no pudiendo obtener el dato para 
los 35 °C por pérdida de uno de los tratamientos ácido/
base. Para el cuarto día, los valores medios fueron 5,1; 
3,1 y 3,6 µg L-1 para 5, 20 y 35 °C , respectivamente. Al 
final del periodo de estudio, los valores también signi-
ficantes, fueron 2,7a; 1,1b y 3,8c en el mismo orden. Del 
mismo modo que para la Chl a, el nivel de degradación 
medio del periodo asociado a este factor es bajo alcan-
zando sólo un 7,7%, observándose que los máximos 
cambios corresponden en definitiva al factor de medio 
de almacenamiento. Hayakawa y Timbers (1977), des-
cribieron que un calentamiento en alimentos provoca 
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Figura 1.	 Pigmentos vs. temperatura con niveles del conservante, en función de los días de almacenamiento.
Figure 1.	 Pigments vs. temperature with preservative levels as a function of the days of storage.
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pérdidas en la calidad organoléptica de los productos, 
y en este ensayo se observó esa tendencia no lineal. 
Para ambas clorofilas, resulta interesante observar 
que la máxima degradación se produjo con una tem-
peratura ambiente de almacenamiento (20 °C), lo que 
probablemnte se debió al catabolismo por parte de las 
clorofilasas y peroxidadas excluyendo el efecto de mi-
crobios debido al tratamiento de pasteurización (San-
tos et al., 2012). Las enzimas se habrían inactivado a 
bajas temperaturas (5 °C), comenzando su desnatural-
ziación cuando estaban a 35 °C (Fennena et al., 2010). 
También llama la atención el nivel de degradación me-
dio de las clorofilas entre todas las temperaturas. Para 
el día uno, la degradación promedio entre los nieveles 
térmicos alcanzó un 71,6 vs. un 46,8% para las Chl a y 

b, respectivamente, mientras que en el último día los 
valores medios de degradación llegaron a 90,1 y 76,4% 
en el mismo orden (Cuadro 1), lo cual parece indicar 
que la resistencia de la Chl b es mayor a las variaciones 
térmicas que la Chl a, lo que es concordante con la ter-
morresistencia de la molécula reportada por Canjura et 
al. (1991) en hojas de espinaca, y que se asociaría a la 
presencia en la molécula de un grupo aldheído (-CHO) 
que se sabe promueve una mayor resistencia térmica 
(Schoefs, 2002). Por otra parte, las proporciones de 
clorofilas mencionadas en la literatura (3:1 - Chl a:Chl 
b; Gross, 1991) no fueron observadas en este ensayo, lo 
que probablemente se debió al método de extracción 
del material. De acuerdo a lo anterior, se esperarían va-
lores mínimos de 30 µg L-1 para la Chl a. 
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Cuadro 1.	Valores medios, desviación estándar y coeficiente variación de la concentración de pigmentos antioxidantes du-
rante 10 días de almacenamiento a diferentes temperaturas y medios.
Table 1.	 Mean values, standard deviation and variation coefficient of antioxidant pigments concentration during 10 days of 
storage at different temperatures and preservatives.

Carotenoides

Las dinámicas de estabilidad de los carotenoides en 
los diferentes medios de conservación se asociaron sig-
nificativamente a regresiones logarítmicas para cada 
una de las temperaturas de almacenamiento y pueden 
ser vistas en la Figura 1 (G, H e I). Los carotenoides se 
degradaron  en promedio un 69% al primer día de al-
macenamiento, observándose un contenidos de 3,5 a 
5,9 µg L-1 para 35 y 5 °C. Para el día 10, el contenido 
promedio de los medio de pH mostraron valores de 3,4; 
2,6 y 3,0 para 5, 20 y 35 °C, respectivamente, lo que en 
promedio correspondió a una degradación media del 
88,8% para las tres temperaturas utilizadas (Cuadro 1).  
La temperatura, al igual que el caso de las clorofilas, 
aunque es un factor significante, participó sólo del 
4,6% de la variación del contenido de carotenoides.

En general, los resultados mostrados sobre la es-
tabilidad de los pigmentos, dan cuenta de una dismi-
nución de su valor nutritivo en el zumo de lechuga. 
Se observó que la mayor magnitud de variación en el 
contenido de pigmentos activos se debió al efecto in-
mediato y posterior proceso con degradaciones medias 
de 71,6; 46,8 y 69,0% al primer día de almacenamien-
to, concordando este efecto con lo descrito en proce-
sos similares por Tijskens et al. (2001). Los resultados 
en detalle pueden ser vistos en el Cuadro 1, donde en 
muchos casos no se alcanzó a terminar el proceso de 
los 10 días por degradación casi total de los pigmentos 
entre los días seis y nueve.

Efecto del conservante sobre pigmentos: 
estabilidad y contenidos

El potencial ácido-base (pH) aportado por el ácido 
ascórbico, el bicarbonato de sodio se mantuvo inaltera-
do durante el ensayo y en el tiempo de almacenamiento 
como se puede observar en la Figura 2 con pH medio 
de 4,0; 8,3 y 6,3 para los conservantes ácido, básico y 
control (sin conservante), respectivamente.

En la Figura 2 (A, D y G), se muestra una degrada-
ción inmediata y casi total para los tres pigmentos es-
tudiados en soluciones ácidas (pH 4), arrojando una 
magnitud inicial y final dependientes de la condición 
del conservante, mostrando para el caso de Chl a va-
lores de 0,85 a 0,10 µg L-1, Chl b 0,54 a 0,09 µg L-1 y ca-
rotenoides 0,81 a 0,25 µg L-1. El estudio del análisis de 
varianza arrojó que el conservante fue responsable del 
76,4; 81,5 y 96,2% de la variación para Chl a, b y carote-
noides al primer día de almacenamiento, mientras que 
para todo el periodo se observó una media de variación 
de 72,9; 78,8; y 71,4% para los mismos pigmentos en el 
mismo orden. La conversión de clorofilas a feofitinas, 
se acentúa en condiciones de pH ácido durante el alma-
cenamiento en función del tiempo (Francis, 1964). A su 
vez, las diferencias en términos de estabilidad entre las 
clorofilas se debe a un tema de estructuralidad: la sus-
titución del ión Mg+2 por Fe+2 da lugar a la formación 
de estos productos como señalan Maiocchi y Avanza 
(2004) y su degradación aumenta considerablemente 
por efecto del pH bajo. Estas consideraciones son con-
cordantes con los resultados obtenidos en este ensayo 
(Schwartz et al., 1999).

    ácido básico sin conservante

    5°C 20°C 35°C 5°C 20°C 35°C 5°C 20°C 35°C

Pigmentos   μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg μg L-1 % deg

cl
or

of
ila

  a Desv Stand 0,27 13,39 0,46 33,28 0,16 12,74 1,30 14,02 2,37 32,50 2,85 22,24 3,17 33,79 0,77 22,26 0,83 16,45

Promedio 0,36 70,65 0,52 65,47 0,27 61,48 4,96 35,65 3,56 53,34 5,10 55,89 3,72 62,82 1,52 51,88 2,36 43,51

CV 0,76 0,19 0,88 0,51 0,58 0,21 0,26 0,39 0,67 0,61 0,56 0,40 0,85 0,54 0,51 0,43 0,35 0,38

cl
or

of
ila

  b Desv Stand 0,20 31,15 0,06 16,18 0,27 32,30 1,55 11,53 3,39 33,54 2,31 13,77 3,44 31,41 1,50 28,11 1,23 4,49

Promedio 0,27 60,43 0,23 27,51 0,46 48,92 7,79 29,06 5,47 48,81 7,36 41,76 4,91 56,68 2,21 58,50 2,69 58,83

CV 0,76 0,52 0,24 0,59 0,60 0,66 0,20 0,40 0,62 0,69 0,31 0,33 0,70 0,55 0,68 0,48 0,46 0,08

ca
ro

te
no

id
es Desv Stand 0,16 18,98 0,35 15,40 0,21 6,30 1,48 9,68 3,00 17,39 2,57 22,07 1,48 20,56 0,84 28,30 1,03 13,61

Promedio 0,37 48,53 0,41 72,57 0,54 45,57 9,29 22,44 5,45 57,41 6,01 44,76 3,42 47,27 1,90 39,81 2,34 54,49

CV 0,43 0,39 0,84 0,21 0,38 0,14 0,16 0,43 0,55 0,30 0,43 0,49 0,43 0,43 0,44 0,71 0,44 0,25
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Los pigmentos sometidos a soluciones alcalinas (pH 
8,3) mantuvieron una estabilidad superior en y entre 
ellos durante su almacenamiento (Figura 2: B, E y H), 
observándose magnitudes iniciales y finales para Chl a 
de 7,70 a 2,16 µg L-1; Chl b 10,00 a 4,02µg L-1 y carote-
noides 10,70 a 3,39 µg L-1, lo cual sugiere un efecto de 
inhibición sobre las clorofilasas evitando así el pardea-
miento enzimático acelerado observado en la condición 
ácida. Gunawan y Barringer (2000) mencionan que in-
corporar agentes alcalinizantes, tales como bicarbona-
to de sodio puede ser positivo para la conservación del 
producto y de los colores brillantes de los pigmentos, 
lo que es confirmado indirectamente en este trabajo, 
debido a que se entiende que a mayor contenido de 
clorofilas, el color verde es más intenso. Esta es una de 

Figura 2.	 Pigmentos vs. conservante con niveles de la temperatura, en función de los días de almacenamiento.
Figure 2.	 Pigments vs. conservant with levels of temperature as a function of the days of storage.
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las razones para elevar el pH de las hortalizas verdes 
en medios conservantes, coincidiendo estos resultados 
con  otras  investigaciones en otras especies (Gross, 
1991; Heaton y Marangoni, 1996; Koca et al., 2007).

Respecto al jugo sin conservante (Figura 2: C, F, I), 
con (pH ~6 ) de manera general, se observa que en pig-
mentos a y b aumentan su velocidad de degradación en 
condiciones de no refrigeración arrojando valores ini-
ciales y finales de 4,95 a 1,05; 4,36 a 1,92 y 4,36 a 1,92 µg 
L-1 para las Chl a, b y carotenoides, respectivamente. En 
general, los datos observados en el almacenamiento sin 
aditivos muestran valores medios para el periodo de 10 
días de 2,5; 3,5 y 2,5 µg L-1  para los mismos pigmentos 
en el mismo orden, siendo por tanto este medio de con-
trol, el resultante intermedio sobre la estabilidad de los 
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compuestos, precedido por el ambiente básico y segui-
do por el ácido que siempre arrojó los valores más bajos. 

A modo general se puede observar que la degrada-
ción mayor se produce al momento de procesar el ma-
terial, y esto se debe probablemente a la incorporación 
de oxígeno al momento de la molienda y extracción del 
zumo o licuado con la consecuente oxidación y deses-
tructuración de las moléculas (Chen y Chen, 1993), lo 
que da indicios sobre mejoras en el protocolo para la 
obtención de los pigmentos.

Interacción de los factores y CV 

Las interacciones de ambos factores también resul-
taron siempre significativas y fuertemente influencia-
da por el factor de conservación. De este modo, para el 
día uno, la interacción representó una variación media 
para todos los pigmentos y temperaturas, del 10,4%, 
mientras que para el día 4 y 10, los valores medios fue-
ron de 10,3 y 29,3% respectivamente, observándose un 
promedio para todos los días de 18,5%.

El coeficiente de variación medio para la Chl a en 
ambientes ácido, básico, alcalino y sin conservante, de-
mostró la movilidad en los datos con valores de 0,74; 
0,5 y 0,57, respectivamente, lo que valida la inestabi-
lidad de este pigmeto en condiciones ácidas. Del mis-
mo modo, para Chl b, los valores se mostraron menos 
variantes (0,53; 0,38 y 0,61 para ácido, básico, alcalino 
y sin conservante, respectivamente), pero con sensibi-
lidad diferenciada por las características propias de la 
molécula. Finalmente, los carotenoides mostraron va-
lores medios de CV de 0,55; 0,38 y 0,44 para los mis-
mos conservantes. En general, una variabilidad media 
del CV 0,6; 0,51 y 0,46 dan cuenta de que las Chl a y b 
son las más sensibles al almacenamiento, mientras que 
los carotenoides demostraron tener una mejor estabili-
dad para los 10 días estudiados con un CV medio entre 
los conservantes de 0,46.

CONCLUSIONES

La temperatura aportó mínimante a la estabilidad 
del contenido final de clorofilas y carotenoides. Los me-
dios de conservación fueron los que más afectaron la 
dinámica degradativa de los pigmentos. El medio alcali-
no fue el que mejor conservó las moléculas de interés, y 
el medio ácido fue el más destructivo para las mismas.

Se pudo observar además una interacción entre los 
factores estudiados siendo el factor pH el responsable 
de casi un 75% de la variación del ensayo. 

La variabilidad o sensibilidad a la degradación se 
asociaría a las características propias de cada una de la 
moléculas, siendo la Chl b más resistente que la a, y el 
carotenoide menos variable que las dos anteriores. 

Los resultados permiten concluir que estos métodos 
de extracción y conservación permiten una muy corta 

vida útil del producto, debiendo éste ser consumido o 
utilizado en no más allá de tres a cuatro días de procesa-
do para lograr valores útiles de al menos un 50%. 

Otros estudios son necesarios para determinar ni-
veles organolépticos e inocuidad. Se pueden mejorar 
las técnicas de laboratorio para obtener resultados 
donde se busque formular alimentos funcionales ricos 
en clorofila y con pausada degradación.
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