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RESUMEN

Meéxico ocupa el segundo lugar en la produccién de guayaba a nivel mundial; el 70%
de la produccién la generan los estados de Michoacin y Aguascalientes de manera
concentrada en los meses de Septiembre a Diciembre; originando sobreoferta, desplome de
precios y desaliento en la produccién. Existen mercados potenciales para su comercializacién
que no han sido explorados ya que hay un sector de consumo que demanda frutas y hortalizas
en estado fresco, de alta calidad y listos para el consumo, o productos minimamente
procesados. No obstante, no hay estudios respecto de la aplicacién de esta tecnologia en
guayaba. El etileno es un regulador del proceso de maduracién, por lo que es de interés
controlar su produccién o accién. Estudios previos han reportado que el etileno es fundamental
para el proceso de maduracién de guayaba, sin embargo, su remocién o adicién dentro de
ambientes de conservacién no afectan de forma notable el proceso, lo que hace pensar que éste
pudiera estar regulado por el nimero de receptores de etileno en el fruto. El objetivo de este
trabajo fue medir los cambios fisiolégicos y de calidad de guayaba minimamente procesada
almacenada a diferentes temperaturas, asi como determinar la expresion genética de los
receptores de etileno durante el proceso de maduracién de guayaba. Para guayaba
minimamente procesada, se realizaron dos experimentos independientes: en el primero, frutos
amarillo firmes de guayaba se pelaron con una solucién de NaOH (2%) a 85° C por 2 minutos;
se lavaron, sanitizaron y dividieron en dos lotes; frutos enteros y mitades sin semillas; éstos se
almacenaron a 0, 4, 10 y 15° C. El segundo experimento, frutos amarillo firmes se cortaron y
dividieron en dos lotes: mitades con semilla y sin semilla, se almacenaron a 0 y 10° C. Cada
dos dias se midié la tasa de respiracion, produccién de etileno, cambio de color, resistencia a
la penetracidn, contenido de sélidos solubles totales, acido ascérbico y carbohidratos totales.
Para la expresidn de receptores de etileno, se seleccionaron frutos en 10 diferentes estados de
madurez (juzgados por su color), se les determiné la produccién de CO, y etileno asi como su
color; se congelaron con N; liquido y almacenaron a -70° C hasta la extraccidon del ARN total
del cual por Trascripcion-Reversa (RT) se obtuvo el ADNc mismo que se amplificé por PCR
utilizando oligos degenerados. El procesado minimo con pelado quimico aumentd
drasticamente la tasa de respiracién, inhibié la produccion de etileno, que provocé un menor
desarrollo de aromas, disminuyo el color, un menor contenido de acido ascérbico y sélidos
solubles, una disminucién en la firmeza, una baja calidad sensorial de las muestras y un
deterioro acelerado en todas las condiciones de almacenamiento. Los productos sin {)elado
quimico mostraron una tasa de respiracién notablemente menor, (35-97 ml CO, Kg'hr' a 10°
C), respecto de las peladas quimicamente. La produccién de etileno fue menos alterada
respecto de aquellas frutas y mantuvieron mas altos los contenidos de solidos solubles totales
y acido ascdrbico, asi como la firmeza. La temperatura de 0° C fue la que mantuvo mejor las
propiedades fisioldgicas. Por lo que el simple partido o cortado del fruto y su conservacion a
bajas temperaturas parece ser el procedimiento mas adecuado para este tipo de fruto. Las
técnicas de RT-PCR utilizando oligos degenerados aplicadas en las condiciones de este trabajo
no permitieron determinar la expresion genética de los receptores de etileno durante la
maduracién de frutos de guayaba.

Palabras clave: Guayaba, Psidium guajava, minimamente procesado, etileno, receptor de
etileno.



SUMMARY

Mexico is the second producer of guava at world level; this production is generated
mainly in the states of Michoacén and Aguascalientes (70%) from September to December;
causing an oversupply, price collapse and production discouragement. There are unexplored
potential markets for their marketing since there is a consumption sector who demands fresh
fruit with high quality and ready for consumption, or minimally processed products, and there
are no studies in this respect of guava fruit. Ethylene is a regulator of the ripening process and
for that there are interests to control its production or action. Previous studies have reported
that ethylene is fundamental in the ripening process of guava; however, its removal or addition
in conservation atmospheres did not affect the process, this makes us think that their action
could be regulated by the ethylene receptors number in the fruit. The objective of this work
was to measure the physiologic and quality changes of minimally processed guava stored at
different temperatures, as well as to determine the genetic expression of the ethylene receptors
during the ripening process of guava. For minimally processed guava, two independent
experiments were carried out; the first: yellow guava fruits were peeled in NaOH (2%) at 85°C
for 2 minutes; washed, sanitized and divided into two lots; whole fruits and halves without
seeds; which were stored at 0, 4, 10 and 15°C. In the second experiment, yellow fruits were
cut and divided into two lots; halves with seed and without seed, and stored at 0 and 10°C.
Every 2 days the respiration rate, ethylene production, color change, resistance to penetration,
soluble solids content, ascorbic acid and total carbohydrates content were measured. For
ethylene receptors expression, intact fruits were selected in 10 different states of maturity
(judged by their color), their CO, and their ethylene production as well as their color were
measured; and after freezing in N, liquid and stored at -70°C until their total RNA extraction;
the ADNc was obtained by Reverse-Transcription (RT) and amplified by PCR using
degenerate primers. The minimum processed with chemically peeled fruit increased drastically
the respiration rate, inhibited the ethylene production that caused a smaller aromas
development, diminished the color, and also the ascorbic acid and soluble solids content,
decreased the stability, with low sensorial quality of the samples and a quick deterioration
under all the storage conditions. The products without chemically peeled fruit showed a
notably smaller respiration rate, (35-97 ml CO; kg-1hr-1 at 10°C), regarding the chemically-
peeled. Ethylene production was less altered regarding those fruits and they maintained a
higher total soluble solid and ascorbic acid contents, as well as their stability. The 0°C
temperature maintained the best physiological properties. The simple fruit cutting and low
temperatures conservation seems to be the most appropriate procedure for this fruit. The
techniques of RT-PCR using degenerate primers applied under the conditions of this work did
not allow the determination of the genetic expression of ethylene receptors during the ripening
of guava fruit.

Key Words: Guava, Psidium guajava, minimally processed, ethylene, ethylene receiver.
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L. INTRODUCCION

La guayaba es un fruto muy demandado por sus caracteristicas organolépticas, su alto
valor nutrimental estd representado por su alto contenido de vitamina C y minerales. México,
es el segundo productor mundial de este fruto después de la India; no obstante, esta
produccién se concentra en dos estados de la Repiblica (Michoacan y Aguascalientes) y
dentro de los meses de septiembre a diciembre. Esta situacién origina una sobreoferta del
producto, que propicia el desplome de precios en el mercado y el desaliento en la produccion.

Aunque existen mercados potenciales para la comercializacién de este fruto, éstos no han sido

explorados, debido a su escasa vida de anaquel; por ello es importante buscar alternativas de

conservacion que mejoren su distribucion y amplien su mercado.

La produccion de guayaba en el pais se ha incrementado notablemente en los dltimos
afios, aunque su vida poscosecha es de solo siete dias a temperatura ambiente o de dos
semanas a 8° C (Mercado y col., 2003), debido a su alta sensibilidad a dafios por frio y
mecanicos que limitan atin mas sus posibilidades de distribucién. Por esta problematica
ademds de los problemas de mosca de la fruta, lo que impide significativamente que el fruto
no se envie a mercados distantes como los Estados Unidos, Europa o Asia, e incluso a estados
del norte de pais. El alcanzar dichos mercados podria ser una alternativa para descongestionar
la sobreproduccidn, aunque para ello se requiere que el fruto alcance una vida poscosecha de
25 a 30 dias, o bien el poder ofertar el producto en otras presentaciones hasta ahora no

estudiadas.

Con el objeto de plantear alternativas de consumo de este fruto, se conoce que el
mercado de consumo actual demanda frutas y hortalizas preparadas en estado fresco, de alta
calidad, listos para consumo y con los menores riesgos de contaminacién microbiana. Los
productos que cumplen estos requisitos se les conocen como productos minimamente
procesados. En guayaba, se cuenta con escasos estudios al respecto en Brasil para las
variedades ‘Paluma’ y ‘Pedro Sato’ (Ben-Hur y col., 2003; Ben-Hur y Durigan, 2001), por lo

que el desarrollo de presente trabajo aportaria informacién nueva a este respecto.



De manera alterna, y para lograr una mayor vida poscosecha, es necesario conjuntar y
manipular una serie de factores de pre y poscosecha que permitan controlar los procesos de

maduracién del fruto y con ello contribuir a alcanzar esos mercados distantes.

El etileno es una fitohormona y su presencia induce una serie de respuestas que llevan
a la maduracion de frutos climatéricos, por lo que siempre ha representado un aspecto de gran
interés conocer los mecanismos de su sintesis, asi como su accién con el fin plantear
alternativas tecnoldgicas que permitan alargar la vida de anaquel de los frutos. Estudios
previos han determinado que el etileno es fundamental para el proceso de maduracién de la
guayaba; sin embargo, su remocién v adicién dentro de 1;)s ambientes de conservacién no
afectaron de forma notable el proceso (Garcia-Velasco, 1997); otros estudios han determinado
que la respuesta al etileno incluye una serie compleja de procesos de sefializacién celular
interna los cuales terminan por encender, dentro del genoma nuclear, una serie de genes que se
expresan y terminan en la sintesis de enzimas responsables para llevar a cabo los procesos de
maduracién del fruto. Este proceso de respuesta al etileno inicia por una serie de receptores de
etileno, los cuales se supone se encuentran a nivel de membrana y desencadenan los procesos
de seiializacién que alcanzan el nicleo. De ser esto cierto, y dada la escasa respuesta de los
frutos de guayaba al etileno exdgeno, pareciera que el nimero de receptores de etileno fuera
pequefio por lo que es de interés identificar y cuantificar el nimero de receptores en este fruto.
Este conocimiento podria generar recomendaciones practicas para la mejor manipulacién del

proceso de maduracién de este fruto.

Por lo anterior, el presente trabajo pretende desarrollar un producto minimamente
procesado de guayaba que permita ampliar su mercado de comercializacion y ademas
cuantificar y determinar la expresién de receptores de etileno durante el proceso de
maduracion de la guayaba para analizar su funcién bioldgica dentro del proceso. El estudio de
estos procesos permitira desarrollar tecnologia necesaria para ofrecer un producto con mayor
vida de anaquel y facilitar los procesos de: comercializacion y distribucién de este fruto,

ademas de ampliar el conocimiento acerca de la fisiologia de la maduracién.
€




IL REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. GENERALIDADES DE LA GUAYABA
2.1.1. ORIGEN

La guayaba es una fruta originaria de Mesoamérica que comprende el sur de México y
Centroamérica (Gonzélez y col., 2002); y actualmente se encuentra difundida en todo el
mundo siendo los principales paises productores la India, Brasil, México, Sudafrica, y
Colombia. Desde el punto de vista nutricional, es una fruta muy valiosa por ser fuente natural
de acido ascérbico, carbohidratos y minerales indispensables para la dieta humana (Gonzéalez

y col. 2002).
2.1.2. TAXONOMIA

La guayaba pertenece al reino Vegetal (Plantae), subreino Faner6gamas, clase
Angiospermas, subclase Dicotiledonea, subdivisién Lignoae, orden Mpyrtales, familia
Myrtaceae, genero Psidium, especie guajava. El orden de los Myrtales comprende 11 familias,
la familia Myrtaceae cuenta con alrededor de 121 géneros que comprenden aproximadamente

3 850 especies segin el diccionario de Botanica Oxford (Gonzalez y col. 2002).
2.1.3. MORFOLOGIA

El guayabo es un arbusto de 3 a 10 m de altura, de tronco corto y de ramas cercanas a
la superficie del suelo que varian de 10 a 30 cm. de diametro. El arbol crece simétricamente y
presenta una forma de domo. La corteza es lisa, de color café rojizo oscuro, tersa escamosa, la
cual se desprende en delgadas escamas. Las ramas joévenes portan a las angostas en los cuatro
lados al principio, convirtiéndose a tetrdgonas mas tarde, de color verde amarillo u rojizo. Las
hojas son simples, opuestas, ovaladas o elipticas-oblongas, miden de 5 a 18 cm. Las flores

nacen en la base de la hoja son axiales, solitarias o se encuentran en cimas cortas de 2 a 3



flores en brotes jovenes, con gran cantidad de estambres y un solo pistilo (Gonzalez y col.,
2002).

La forma del fruto, color de la pulpa y de la ciscara depende de la variedad, los hay
redondos\y ovalados en forma de pera, rugosos o lisos, brillantes; de 5 a 12 cm. de largo y de 5
a 7 cm. de didmetro de color amarillo verdoso en su exterior o amarillo claro en plena
madurez. La pulpa es jugosa, de color blanco amarillento, roja o rosada, con sabor dulce y
aromdtico. Su estado de madurez se observa en la piel cuando alcanza un color verde
amarillento, o amarillo rosado. Es un fruto climatérico y se clasifica, de acuerdo a su
produccién de etileno, como moderada (1.0 — 10.0 pL C,H, Kg™' h™') a temperatura ambiente

(20° C), ademas de ser un producto que sufre dafio por frio (Mercado y col., 2003).
2.1.4. VALOR NUTRIMENTAL DEL FRUTO

La guayaba tiene mayor contenido de vitamina C que los citricos y cantidades
apreciables de vitamina A, el 4cido ascorbico se encuentra principalmente en la piel. Ademas
de su alto valor nutrimental (Cuadro 1), la guayaba cuenta con propiedades medicinales entre
las que se destacan propiedades antidiarreicas, desinflamantes, sedantes y es 1itil contra el

dolor de estomago y afecciones de la piel.

Cuadro 1. Composicién nutrimental del fruto de guayaba.

VALOR NUTRITIVO DE LA GUAYABA (PROMEDIO EN 100 g)

COMPONENTE PROMEDIO COMPONENTE PROMEDIO

Calorias 51.00 Kcal Hierro 00.30 mg
Proteinas 00.80 g Zing 00.23 mg
Grasas 00.60 g Acido ascérbico 183.00 mg
Carbohidratos 11.90 g Niacina 01.20 mg
Potasio 284.00 mg Riboflavina 00.05 mg
Calcio 20.00 mg Tiamina 00.05 mg
Magnesio 10.00 mg Piridoxina 00.14 mg
Sodio 03.00 mg Equiv. retinol 32.00 u cg

FUENTE: Valor nutrimental de los alimentos de mayor consumo en México, 1992. (Esquive! y Guerrero, 1998)




2.1.5. COSECHA

La guayaba se cosecha en forma manual, debido a que el cultivo se encuentra en areas
con pendientes pronunciadas donde es dificil pensar en otro tipo de procedimientos; aunque a
través de la cosecha manual se tiene la ventaja de seleccionar los frutos que han alcanzado el
estado de madurez deseado, hay menor dafio mecénico y se puede estar cosechando varias

veces el mismo huerto ademas de requerir poca inversién (Gonzalez y col., 2002).

El indice de cosecha més utilizado es el cambio de color (de verde a verde amarillento),
lo cual ocurre entre los 90 a 150 dias después de antesis (Mercado y col., 1998), dependiendo
del régimen de temperaturas existentes en los distintos sitios de produccion, aunque también

se han descrito algunos otros indices como:

8%  Gravedad especifica (Tandom y col., 1989; Mercado-Silva y col., 1998); conforme
madura la fruta, la fruta se hace menos densa.

2%  Firmeza de la fruta.

B¢  Fuerza de abscision de la fruta

88  Acidez, grados Brix y la relacién Brix/acidez
2.1.6. MANEJO POSCOSECHA Y PREENFRIAMIENTO

Mientras la variedad y el manejo agronémico determinan la calidad de la fruta al
momento de la cosecha, el procedimiento de cosecha y el manejo poscosecha son importantes
para mantener la calidad. Las pérdidas poscosecha pueden ser elevadas debido a un
inadecuado manejo y almacenamiento, el clima donde la fruta se produce puede ser una
desventaja si no se emplean procedimientos tecnolégicos que ayuden a disminuir el
metabolismo alcanzado a‘esas temperaturas, lo cual acelera la maduraci6n y el envejecimiento,

ademas de facilitar el ataque de microorganismos (Pefiaherrera, 2004).

Después de la cosecha es aconsejable eliminar el calor de campo (situacién no utilizada

en nuestro medio) y mantener frias las frutas durante la distribucién y comercializacién. El



pre-enfriamiento ayuda a mantener la calidad de la fruta por lo cual también es un factor

importante que influye en la vida de anaquel de los frutos.

Debido a la susceptibilidad al dafio por frio que presenta este fruto, su capacidad de
almacenamiento a bajas temperaturas es limitada. Vazquez-Ochoa y col. (1990), y Benito
(2002), describieron una alta sensibilidad del fruto después de su almacenamiento por debajo
de 7° C, siendo su temperatura Optima de almacenamiento de 8 a 10° C, aunque a estas
temperaturas el proceso de maduracién solo se retrasa y no alcanza vidas de anaquel mayores
a dos semanas. Lo limitado del periodo de almacenamiento a bajas temperaturas también es un

factor que marca limites al periodo de almacenamiento del fruto.
2.2.  PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE GUAYABA EN MEXICO

A nivel mundial, México ocupa el segundo lugar en produccién de guayaba después de
la India (Nieto, 2003), siendo los principales estados productores Michoacan, A guascalientes,
Zacatecas, el Estado de México, Jalisco y Guanajuato (Cuadro 2). La

Figura 1 muestra el notable incremento de la produccién en los 1ltimos cinco afios, 1o
que ocasiona una sobreproduccién y desplome de precios del producto, especialmente en la
temporada de alta produccién (septiembre a diciembre); es por ello que los productores deben
de buscar alternativas que mejoren la vida poscosecha y que posibiliten una mejor distribucién

y amplien el mercado.

La guayaba cuenta con una vida poscosecha de entre cinco y siete dias a temperatura
ambiente o dos semanas a 8° C (Mercado y col., 2003), lo cual se considera poco tiempo para
poder llevarla a mercados distantes, como los estados del norte de la Repiblica, Estados
Unidos, Europa o Asia, pues actualmente 60% de la produccion se comercializa en la Central

de Abastos de la Ciudad de México.



Cuadro 2. Produccion (Ton) anual de guayaba a nivel nacional en los principales estados

productores.

ENTIDAD ANO 2000 ANO 2001 ANO 2002 ANO 2003 ANO 2004
AGUASCALIENTES 94,372.90 100,151.30 101,762.00 107,502.00 107,869.00
MICHOACAN 99,048.26 101,693.02 116,559.41 110,252.766 128,001.66
ZACATECAS 44,154.00 43,315.96 43,574 90 58,176.00 44,412.00
EDO. DE MEXICO 6,310.00 5,890.80 7,414.00 9,452.70 10,594.45
JALISCO 6,387.00 6,536.50 6,731.25 7,605.50 5,633.50
GUANAJUATO 858.00 813.50 885.00 1,024.50 828.00
NACIONAL 254,159.97  263,410.13 281,790.26  299,173.46  302,648.65

FUENTE: Sistema de Informacién Agropecuaria de Consulta (SIACON, 2005). Incluye: Riego y temporal.
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Figura 1. Produccion Nacional anual de Guayaba en los afios de 2000 a 2004.



El consumo y uso de la guayaba es principalmente como fruto fresco (87%), dado que
es en este sector donde adquiere un mayor precio, aunque también se utiliza, en menor
proborcién (13%), en la elaboracién de conservas, dulces, fruta en almibar, mermeladas, ates,
jugos y néctares (Gonzalez y col., 2002). Por ello es importante ampliar el conocimiento sobre
el control de la fisiologia de la maduracién de dicho fruto para lograr una mayor vida de
anaquel que facilite la bisqueda de nuevos mercados. Adicionalmente, se deben buscar nuevas
alternativas de consumo que penetren otro sector de mercado y con ello se amplie el consumo
de este fruto; todos estos aspectos permitiran descongestionar el mercado y mantendran un

mejor precio de este fruto.

Existe un sector de la poblacién econémicamente activa cuyas actividades de trabajo
no le permite distraer tiempo en la preparacion de alimentos y por ello demanda productos
frescos y listos para consumir, como los productos minimamente procesados. Para el caso de
guayaba minimamente procesada la informacién es muy escasa, por lo que estandarizar un
procedimiento para elaborar este producto podria ser de interés en la buisqueda de nuevos

mercados.
2.3. CARACTERISTICAS DE PRODUCTOS MINIMAMENTE PROCESADOS
2.3.1. GENERALIDADES

La elaboraciéon de productos minimamente procesados tienen como finalidad
proporcionar al consumidor un producto fruticola u horticola transformado ligeramente con las
caracteristicas del producto fresco intacto, con una vida 1til lo suficientemente amplia que
permita su distribucién y, al mismo tiempo, garantizar la seguridad del alimento manteniendo

una sélida calidad nutritiva y sensorial.

Para asegurar la estabilidad, calidad nutricia y organoléptica de este tipo de productos,
se debe conocer la fisiologia del fruto, tanto entero como cortado, ademas de todos aquellos
componentes propios del producto original que puedan verse afectados por la manipulacién y

el’almacenamiento. Controlar todos los factores que pueden influir directa o indirectamente

8



sobre la calidad del producto es de suma importancia para la aceptacién y el éxito (consumo)

final de estos productos (Martin-Belloso y Rojas-Graii, 2005).

Para conservarse frescos, los productos minimamente procesados se preparan mediante
una o varias operaciones simples como pelado, cortado, sanitizado, empacado y conservacion
bajo refrigeracion. A estos productos, también se les conoce como productos de la IV gama,

pre-preparados, precortados, preparados frescos o parcialmente procesados (Ramirez, 2000).

Estos productos estan ideados para su consumo inmediato con un escaso o nulo tiempo
para su preparacion, lo cual los hace muy atractivos para ser canalizados hacia el mercado de
consumidores que no cuentan con tiempo suficiente para preparar alimentos como lo son los
consumidores de las grandes ciudades. Esta presentacién de productos trae asociado un ahorro

de tiempo y esfuerzo.

El procesado minimo es una tendencia de consumo que se encuentra en gran
expansion, y los consumidores demandan productos libres de defectos, que tengan un grado de
madurez 6ptimo y que posean una elevada calidad organoléptica y nutricional, inocuos y libres

de compuestos téxicos (Gonzalez y Lobo., 2005).
2.3.2. CALIDAD DE PRODUCTOS MINIMAMENTE PROCESADOS _

La calidad de las frutas y hortalizas minimamente procesadas incluye una combinacién

de atributos como (Ramirez, 2000):

B%  Apariencia visual (frescura, color, ausencia de defectos o pudriciones).
Sabor.
Textura (turgencia, firmeza e integridad del tejido).

L

¢ Valor nutrimental,

3% Ausencia de residuos quimicos (sin aditivos ni agentes quimicos).
@ Ausencia de contaminacién microbiana (seguridad higiénica garantizada).
B¢  Alto nivel de calidad.



Entre los factores que influyen en la composicién y calidad de los productos intactos se
encuentran aquellos de precosecha como son: genéticos, climaticos, culturales, estado de
madurez del producto en el momento de la cosecha, manejo desde la cosecha hasta llegar al
consumidor (rapidez de enfriamiento, mantenimiento de la temperatura, la humedad relativa
optima y sanitizacion apropiada), asi como su preparacion. Esta ultima afecta directamente la
calidad, debido a que el tejido cortado puede acelerar la pérdida de vitaminas, especialmente
las solubles en agua, como la “C” (Ramirez, 2000). El mantenimiento de la calidad de los
productos minimamente procesados implica también el mantener la composicién nutrimental
en un estado dptimo y esto también depende de las condiciones de almacenamiento (Ramirez,

2000).

Ademas de lo anterior, es importante sefialar que la calidad de los productos
minimamente procesados depende de la temperatura a la que han sido expuestos desde su
cosecha, preparacion, distribucién, almacenamiento y consumo. Para mantener la calidad de
las frutas y hortalizas minimamente procesadas, se estdn desarrollando tecnologias
emergentes, como la alta presién, los pulsos eléctricos, los tratamientos con energia radiante,
las microondas, etc. El objetivo de estas tecnologias emergentes es la sustitucion de los
tratamientos térmicos tradicionales de pasteurizacién por otros procesos fisicos no térmicos
que producen alimentos microbiolégicamente estables y no provocan cambios significativos

en la calidad sensorial y nutricional (Cano, 2001).
2.3.3. EFECTOS FiSICOS Y FISIOLOGICOS DEL PROCESADO MINIMO

Entre los efectos fisicos y fisioldgicos que presentan los productos minimamente

procesados tenemos (Ramirez, 2000):

Incremento en el deterioro del producto.
Alteracidn de los procesos de difusion de gases dentro del tejido.
Se facilita la entrada de microorganismos.

Incremento en la tasa de respiracidn y la sintesis de etileno

g 2 2 9 €

Induccién del metabolismo de los compuestos fendlicos.
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3%  Degradacién de la membrana lipidica.
Bé  Oscurecimiento oxidativo.

B¢ Cicatrizacion de heridas.

De acuerdo con Cantwell y Suslow (1999), la respuesta metabdlica de los productos
minimamente procesados es una relacién directa con el grado de dafio afiadido al producto
durante su proceso de preparacion. Es por ello que las tecnologias desarrolladas para estos
productos, tratan de minimizar dicho nivel de dafio con el objeto de poder obtener la mayor

vida de anaquel (Cantwell 1996a).
2.3.4. VENTAJAS DE LOS PRODUCTOS MINIMAMENTE PROCESADOS

Algunas de las ventajas de los productos minimamente procesados son: su comodidad
en su consumo, ahorro de tiempo en la preparacién de alimentos, presentaciéon saludable,
mejor control de calidad, reduccién de producto desperdiciado, reduccién de volumen de
almacenamiento para conservacién y posibilidad de mantener una calidad uniforme (Cano,

- 2001 y Ramirez, 2000).

2.3.5. TECNOLOGIA DE ELABORACION DE PRODUCTOS MINIMAMENTE
PROCESADOS

Los cambios durante la maduracién de los frutos incluyen reacciones bioquimicas que
afectan a todos los compartimentos celulares y determinan el color, el sabor y la textura que
detecta el consumidor. La intensidad de los procesos fisioldgicos asociados con la maduracién
se ve afectada por factores externos como temperatura, nivel de dafio mecanico y composicién
de la atmoésfera ambiente del producto; todo esto influye en la calidad y conservacién de los

productos minimamente procesados (Cano, 2001).

Las operaciones que se llevan a cabo para elaborar los productos minimamente

procesados son:
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9  Seleccién

8¢ Lavado o limpieza
B  Pelado

B&  Cortado

¢  Sanitizado

%%  Almacenado a bajas temperaturas

Para la seleccién se separan las materias primas en categorias fisicas, como peso,

tamafio, color y forma. Las ventajas de la seleccion se reflejan en la calidad del producto.

El lavado es una operacién preliminar para separar los contaminantes de las materias
primas que pueden ser de origen: mineral, vegetal, animal, quimico o microbiano. El lavado
puede hacerse con métodos secos como el tamizadé, cepillado, aspiracién, abrasion,
separacion magnética, o por métodos himedos como inmersién, aspersién o flotacién. La
seleccién del método depende del tipo de contaminantes que se desee separar, asi como de la
naturaleza de la materia prima que se trate. En la préactica es conveniente el uso de una

combinacién de métodos.

El pelado hecho por la accién de lejias (como el Na OH), tiene la ventaja de reducir los
costos de operacion, es mas rapido y se pierde menos fruta; en este método el tiempo de
exposicién de la fruta con la lejia depende de la concentracién y temperatura a que se realice.

La eliminacidn de céscaras o semillas es necesaria para productos que asi lo requieran.

El cortado es necesario y se efectia con utensilios filosos con objeto de obtener

productos uniformes y con la menor extensién de dafio mecanico.

El control de la temperatura es la técnica mas utilizada e importante para disminuir el
metabolismo en estos productos. Las bajas temperaturas reducen la velocidad de respiracidn,
retardan el crecimiento microbiano y disminuyen el deterioro como el oscurecimiento y el

ablandamiento de los productos (Ramirez, 2000).
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La informacion existente para guayaba minimamente procesada, es muy escasa y solo
se ha encontrado una publicacion al respecto (Ben-Hur, y col., 2003) donde estudiaron frutos
procedentes de Brasil de las variedades “Pedro Sato” y “Paluma” los cuales fueron sanitizados
pelados manualmente, cortados longitudinalmente y almacenados a 3° C durante 10 dias, y
con ello describieron algunas de las condiciones para la mejor conservacién de estos
productos. Por lo que el estudio de un producto minimamente procesado de guayaba (Psidium
guajava L.) en la variedad ‘Media China’ ampliaria las bases para la aplicacion de ésta

tecnologia.

2.3.6. EVALUACION SENSORIAL

La evaluacién sensorial de los alimentos minimamente procesados es una herramienta
muy util para investigar el efecto del procesado minimo en las caracteristicas de calidad que el
consumidor puede apreciar directamente. El Instituto de Tecnologos de Alimentos de Estados
Unidos (IFT) define la evaluacién sensorial como la “disciplina cientifica que permite evocar,
medir, analizar e interpretar las reacciones a caracteristicas de los alimentos y materiales, de
acuerdo a su percepcion por medio de la vista, el olfato, el gusto, el tacto y el oido” (Picallo,
2002). Mientras que Ramirez y Olguin (1998) sefialan que esta disciplina tiene un papel muy

importante en la investigacion y el desarrollo de nuevos productos alimenticios.

En orden de importancia, los atributos de calidad de los alimentos de origen vegetal
son: su apariencia, textura, sabor (gusto y aroma), vida de anaquel, precio y valor nutricional
(Ramirez y Olguin, 1998). El aroma, por ser un fendmeno sensorial, suele evaluarse a través
de jueces, aunque puede medirse, parcialmente, a través de técnicas de cromatografia de gases.
Mientras que la visién y la audicién reciben informacidn a larga distancia; el tacto y el gusto
son sentidos de corto alcance, debido a que los receptores estan en la piel o en la superficie de
la lengua, traquea y laringe. Por ello, la caracterizacion de la calidad sensorial de un alimento
es compleja. El ver, tocar, oler y probar, un alimento, establece un catdlogo de informacion
para cada individuo acerca de la calidad del alimento y de forma inmediata constituye la

aceptacion o rechazo del mismo (Ramirez y Olguin, 1998).
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Dado que las respuestas sensoriales de los jueces estdn sujetas a las condiciones de
salud de los mismos, su edad y sexo entre otros factores; es recomendable que el panel de
degustacién lo constituyan jueces sanos, con edades entre 18 y 50 afios, y una distribucion de
sexos cercana a 50% de cada uno (Pedrero y Pangborn, 1989). Algunas veces se deben de
excluir del panel aquellos individuos con preferencias muy marcadas y que podrian desviar la
evaluacion hacia un sentido que desvirtuaria la evaluacién del alimento. Por lo que el planear

la evaluacién sensorial es un aspecto importante antes de llevarla a cabo.

El area de prueba debe ser especial donde no haya distractores y puedan controlarse las
condiciones del anélisis, El area de preparacion debe estar completamente separada del area de
prueba, para no influir la opinién del juez, no debe haber olores extrafios o relativos a la
preparacion del alimento. No se permite fumar, ni usar perfumes, debe haber individualidad en
las pruebas, la luz debe ser uniforme, los alimentos se sirven en la forma como se hace
habitualmente (Salamanca, 2001; Pedrero y Pangborn, 1989). Las mejores horas para efectuar
la evaluacidn son entre las 10 y las 12 y de las 15 a las 17 horas, Es recomendable que para el
juez haya pasado por lo menos una hora después de haber ingerido alimentos o llevarla acabo
antes de que aparezca la sensacion de hambre para obtener resultados mas objetivos (Pedrero y

Pangborn, 1989).
2.3.6.1. ATRIBUTOS SENSORIALES

Los atributos sensoriales son, en general, todo lo que se percibe a través de los
sentidos. Se puede hacer una divisién de los atributos de acuerdo con los sentidos por los que
son percibidos (Picallo, 2002):

B¢ La apariencia generalmente se detecta a través de la vista que comprende el color, el
brillo, la forma y puede dar una idea de textura.
B¢# El gusto se detecta en la cavidad oral, especificamente en la lengua, donde se perciben

los 4 sabores basicos (dulce, salado, acido, amargo) y el umami.
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B¢ La textura se detecta mediante el sentido del tacto, que esta localizado practicamente
en todo el cuerpo. Mediante el tacto se pueden conocer las caracteristicas mecénicas,
geométricas y de composicién de muchos materiales, incluidos los alimentos.

8¢ El aroma se percibe por medio del olfato, que se encuentra en la cavidad nasal, donde
exiéte una membrana provista de células nerviosas que detectan los aromas producidos
por compuestos volatiles.

2 El sonido se detecta por medio del oido, y se le conoce por la intensidad, altura y

timbre.
24. PROCESO DE MADURACION DEL FRUTO

El fruto de guayaba es un fruto climatérico (Garcia-Velasco 1997), lo cual indica que
después de su cosecha presenta una serie cambios en su composiciéon que lo llevan a alcanzar
su madurez de consumo los cuales estan directamente asociados con las funciones del etileno.
Garcia-Velasco, (1997) demostré que el etileno es fundamental para que el proceso de
maduracion del fruto de guayaba se lleve a cabo aunque era poco sensible a las aplicaciones

ex0genas del mismo o a su remocion del medio ambiente.

De acuerdo al patrén de respiracién y produccién de etileno, las frutas se dividen en

dos grupos (Carmona, 2001):

B¢ Frutas climatéricas: Aquellas cuya maduracién esta asociada a un incremento en la

respiracién y produccién de etileno. En algunos casos, el tratamiento con etileno puede

acelerar su maduracion.

B¢ Frutas no climatéricas: No existe un incremento significativo en la produccién de

etileno asociado a su maduracién. La velocidad de respiracién no aumenta después de

que estos han alcanzado su maximo crecimiento.
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2.4.1. ETILENO

El etileno (C;H,) es una fitohormona que todas las plantas producen de forma natural
(Bolarios, 2006) y en particular durante la maduracidn de algunos frutos (Jobling, 2002), asi

como en situaciones de estrés mecanico.

Durante 1a maduracidn de los frutos climatéricos, se llevan a cabo una serie de eventos
fisiolégicos, bioquimicos y moleculares estrechamente relacionados con el etileno los cuales
involucran cambios de composicién, color, sabor, aroma y textura. Estos cambios son
consecuencia de la alta actividad metabdlica la cual comprende tanto cambios en la tasa de
respiracidn, incremento en el consumo de azucares, &cidos organicos y acidos grasos, asi como
la conversién de almidones a azicares mas simples; expresion de genes asociados a los
procesos de maduracién, la consecuente sintesis de ARN mensajero y finalmente de proteinas
(Gutiérrez-Martinez, 2001a). Es por ello que la sensibilidad al etileno en estas frutas esta
relacionada con la aceleracién de los procesos de maduracién que exaltan sus caracteristicas

de calidad, pero a su vez disminuye su vida util.

Es por ello que se ha recurrido a procedimientos de control comerciales para evitar los
efectos de ésta fitohormona los cuales incluyen la reduccion de la temperatura que a su vez
reduce la produccién de etileno, la sensibilidad del producto al mismo y retraso en la
senescencia (Carmona, 2001). Adicionalmente se pueden incluir técnicas que eliminan la
presencia de éste gas en la atmosfera (absorbedores de etileno, oxidacién catalitica, oxidacién

por luz ultravioleta entre otras).

Dada su importancia en el proceso de maduracién, el etileno ha sido objeto de
multiples estudios que abarcan desde la elucidacién de su proceso de sintesis hasta sus

mecanismos de accion en diversos tejidos (Adams y Yang, 1979).

Desde el punto de vista molecular, el etileno promueve la aparicién de nuevos ARNm,
cuando se aplica a frutos en madurez fisiolégica, lo que coincide con la propuesta de que el

etileno regula el proceso de maduracién por medio de cambios en la expresién de genes. No
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obstante, para frutos no climatéricos, también se ha detectado la aparicién de nuevas enzimas
y nuevos mensajeros (ARNm), lo que indica que existe un cambio en la expresion de genes en
el proceso de maduracién, pero se desconoce que factor estimula esto (Gutiérrez-Martinez,
2001a).

2.4.2. BIOSINTESIS DE ETILENO

Adams y Yang (1979) definieron la ruta de biosintesis del etileno, estableciendo que el
precursor de éste era la metionina a través de la formacién de S-adenosil-L-metionina
(AdoMet o SAM) y el &cido 1-aminociclopropano-1 carboxilico o ACC (Figura 2). El etileno
se forma de los carbonos 3 y 4 de la metionina. Previamente este aminoacido se transforma a
SAM por adenilizacién en la que se consume una molécula de ATP y se produce fésforo
inorgénico; este intermediario, por acciéon de la ACC sintasa, forma el acido 1-
aminociclopropano 1-carboxilico (ACC) el cual, por la accién de la ACC oxidasa, forma el
etileno (Figura 2). Esta fitohormona posee accién autocatalitica en la que el propio etileno

activa la expresion del gen que codifica la enzima ACC sintasa.

En este proceso de biosintesis existen procesos no muy claros en cuanto a su funcién
biolégica que se presentan de forma constante como es el caso de la malonizacién del ACC, la
cual desvia cantidades importantes de este intermediario a productos intermedios
aparentemente sin ninguna accidén biolégica, por lo que se piensa que pueden contribuir a la
regulacion de los niveles de ACC en el tejido y a la velocidad de formacién del etileno. La
metionina se regenera via el ciclo de Yang (1985), el cual también se muestra en la Figura 2.
Cabe sefialar que la biosintesis de etileno es regulada por procesos de desarrollo asi como de
numerosos estimulos externos (Chang y Bleecker, 2004) tales como la maduracién,

senescencia, auxinas y por heridas (Nakatsuka, y col., 1998).
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Figura 2. Esquema general de la Biosintesis de Etileno y regeneracion de la metionina (Ciclo
de Yang).

Los términos ‘Sistema I’ y ‘Sistema II’ fueron introducidos por McMurchie y col.,
(1972) para describir los diferentes modelos de biosintesis de etileno. El Sistema I es la
produccién basal de etileno, es baja y es inhibida por el etileno exogeno (autoinhibicién).
Opera en frutos no climatéricos y en estado preclimatérico de los frutos climatéricos, asi como
en tejidos vegetales. El Sistema II representa el estallido autocatalitico de la produccién de
etileno acompafiado del proceso de maduracion de frutos. En frutos climatéricos el efecto de la
maduracién involucra una transicién del sistema I al sistema II de la biosintesis de etileno

(Katz, y col., 2004).
2.4.3. EFECTO FISIOLOGICO

Aunque se ha asociado con procesos inhibidores del crecimiento, el etileno es
realmente una hormona implicada en la adaptacién de las plantas al ambiente cambiante.

Muchos de sus efectos estn relacionados con los efectos de otras hormonas, de tal forma que,
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mas que la concentracién de etileno, es el balance hormonal quien regula estos procesos
(Bolarios, 2006).

Son muchos los autores que describen los efectos fisioldgicos del etileno (Carmona,

2001; Smart, 2004; Bleecker y Kende, 2000; Jonson y Ecker, 1998), los cuales incluyen los

siguientes:

B¢

2.4.4.

Induce la maduracion de los frutos climatéricos.

" Estimula la germinacién y rompe la dormicién de las semillas.

Induce la formacién de raices y de pelos radiculares.

Juega un papel importante en la abscision foliar, conjuntamente con las auxinas.

Induce genes de degradacidn de pared en la zona de abscision.

Regula la abscision natural de 6rganos perecederos, como pétalos de flores.

Controla las respuestas a diversos tipos de estrés.

Promueve la maduracién de frutos y la senescencia de flores.

Induce la degradacion de la pared celular, produccién de pigmentos y endulzado.
Promueve la abscisién de hojas y frutos.

El etileno causa la “TRIPLE RESPUESTA” de plantulas etioladas que incluye la
inhibicidén de la elongacién y engrosamiento del tallo, incremento en la curvatura del

gancho apical y crecimiento horizontal.

INHIBIDORES DE LA ACCION DEL ETILENO.

Algunos de los inhibidores de la accion del etileno descritos por varios autores (Kende,

1993; Sisler y Serek, 1997; Jonson y Ecker, 1998; Garcia, 1997; Zoffoli, 2002; Jobling, 2002;
Mathooko, 1996; Sisler y Serek, 1999; Nakatsuka y col., 1998; Mercado-Silva y col., 2003)

son:

0

%

CO; Compite por el sitio de unioén del etileno con el receptor
Ag" (Tiosulfato de plata y nitrato de plata) Interfiere la unién del etileno con su

receptor. Se utiliza para la conservacion de flores.
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B¢ 2,5norboradieneo cis butano. Inhibe la accién del etileno de manera competitiva al
unirse al mismo receptor.
%% 1-MCP Compite por el sitio receptor de etileno en la membrana bloqueando la cascada

de sefiales que llevan a la maduracion
2.4.5. MECANISMO DE ACCION DEL ETILENO

El entendimiento del mecanismo por el cual las células de las plantas perciben y
traducen la sefial del etileno ha sido un problema dificil de entender. Consideraciones
fisicoquimicas han incitado un nimero de investigaciones para postular que el etileno puede
interactuar con un receptor a través de una proteina unida a un metal tal como el Cu (I)
(Bleecker y Schaller, 1996). La utilidad del etileno como una molécula sefial depende de la
capacidad de la célula para monitorear el cambio de concentracion del etileno y traducir esta
informacion en respuestas fisiologicas apropiadas al tipo de célula. Estudios fisioldgicos
revelan que el etileno es efectivo para muchas respuestas bioldgicas a concentraciones
nanomolares indicando un requerimiento de alta afinidad de los receptores. Andlisis de la
acumulacién de ARNm en tomate indican que 30 minutos después de la aplicacién del etileno

se da un incremento en la abundancia del ARNm (Bleecker y Kende, 2000).

A nivel de percepcién la sensibilidad de hormonas puede ser regulada tanto espacial
como temporalmente durante el ciclo de vida. Un ejemplo de regulacién espacial son las
diferentes respuestas a hormonas que ocurren durante la abscision de Organos.
Temporalmente, la sensibilidad de un 6rgano a una hormona puede cambiar durante la

maduracién, como ocurre durante la maduracién de frutos (Klee y Tieman, 2002)

La accién del etileno se da principalmente al unirse a receptores que reconocen
moléculas pequefias de doble ligadura, debe ser una metal-proteina que contiene Cu o Zn
(Marassi, 2005). Se sabe que la unién del etileno por el receptor es mediada por un cofactor
que es el cobre. Mutantes que no unen el cobre son incapaces de unir al etileno (Klee y
Tieman, 2002). Varios estudios han proporcionado evidencias estructurales de que la

sefializacion del etileno estd regulada por una familia de receptores que contienen cobre que
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mandan la sefializacién a través de una ruta que tal vez incluye la cascada de las MAP Kinasas
(Bleecker y Kende, 2000). Los receptores son principalmente dos: El ETR formado por dos
elementos uno sensor y otro de respuesta y el ERS con un solo elemento, el sensor. Actiian en
la traduccidén y amplificacién de la sefial de la hormona, al unirse el etileno a sus receptores, se
desencadenan las reacciones que llevan a las respuestas, que en general se observa como

aumento en la sintesis de enzimas (Marassi, 2005).

Los mayores efectos provocados por el etileno son a nivel de expresién génica. Existen
varias vias de transduccién de la sefial de etileno hasta el niicleo, algunas de ellas bastante bien
descritas. Todas ellas parecen implicar la unidn del etileno a receptores de membrana situados
en el reticulo endopldsmico. Esta unién provoca la activacién de una o mas vias de

transduccion, que llevan a la respuesta celular (Bolarios, 2006).

Segiin Smart (2004), el receptor es una proteina de membrana que forma un dimero y
une al etileno en la membrana, el receptor tiene también un dominio proteina quinasa, el cual
se activa cuando se une al etileno, autofosforilando el receptor, cuando el receptor es
fosforilado, este se activa para activar la préxima proteina en la cadena de transducciéon de
sefial (Figura 3). Este es un tipo de sefializacién de dos componentes. En la Figura 4 se puede

observar cémo se lleva acabo la activacion del receptor de etileno.

El receptor estimula la liberacién de un segundo mensajero que induce la codificacién
genética en el ADN, que a su vez genera informacién en forma de ARNm para la sintesis de
proteinas en los poliribosomas. Estas proteinas seran las enzimas que provoquen una respuesta
real o visible del etileno, asociada al proceso de maduracidn (Garcia, 1997). El gen receptor de
etileno ha sido clonado para Arabidopsis y tomate (primer receptor identificado en plantas). Se
han descrito algunos mutantes insensibles a la aplicacion de etileno como ETR en Arabidopsis

y Nr (nunca maduro) en tomate (Klee y Tieman, 2002; Klee, 2002).

Las interacciones genéticas y bioquimicas han identificado los componentes de la ruta
de transduccién de sefiales del etileno. Basados en analisis genéticos e interacciones

bioquimicas han ordenado los componentes de la ruta de transduccion de sefiales en un ruta
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lineal hipotética Se piensa que el etileno regula negativamente una familia de receptores que
se encuentran en la membrana. El dominio histidina-cinasa, miembro de esta familia de
receptores, interactia con el dominio regulador de la Raf-like cinasa del CTR1. El complejo
“Receptor-CTR1” regula negativamente una proteina de membrana denominada EIN2
(relacionada a una superfamilia de transportadores de metales) de la cual el dominio del lado
citoplasmatico C-terminal manda una sefial positiva al factor de trascripcion de la familia
EIN3 localizado en el nticleo. Uno de los objetivos del factor de transcripcion EIN3 es ser el
promotor del gen ERF1, que pertenece a una segunda familia de factores de trascripcién.
ERF1 rapidamente induce una respuesta al etileno y es capaz de activar un subconjunto de
receptores de etileno cuando es expresado ectopicamente (Figura 5), (Bleecker y Kende,
2000).

Se han encontrado unas secuencias reguladoras denominadas “Elementos de respuesta
al etileno” (ERE), que inducen la respuesta al etileno, éstas se mantienen inhibidas y una vez
que el etileno estd unido al receptor se inactiva un regulador negativo, y con ello se activan las
secuencias ERE, lo que permite la activacién de una proteina tipo canal transmembranal, y la
entrada del correspondiente ion activara el factor de trascripcion, que daré lugar al aumento de
la trascripcion de las secuencias ERE, mismas que dispararin la respuesta al etileno (Bolarios,
2006).
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(prueba negativa con fenolftaleina en las aguas de lavado), se eliminaron los extremos
peduncular y floral y los frutos asi obtenidos se dividieron en dos subconjuntos; guayabas
enteras y en mitades sin semillas, mismos que se colocaron en recipientes de plastico limpios y
desinfectados de 500 mlL cubiertos con manta de cielo para facilitar la respiracién de las

muestras. Las muestras se almacenaron a 0, 4, 10y 15° C durante dos semanas.

Figura 8. Estrategia experimental general.
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REGISTROS:

*Tasa de respiracion
*Produccién de etileno
*Cambio de color
*Resistencia a la penetracion
*Contenido de Ac. ascorbico
*Contenido de Azucares
*35lidos Solubles Totales

Figura 9. Estrategia experimental desarrollada para el estudio de la fisiologia de guayaba

minimamente procesada.
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2.- Guayabas en mitades minimamente procesadas sin pelar.- A un grupo de 540
guayabas se les eliminé los extremos peduncular y florar, se partieron a la mitad y de estos se
subdividieron en dos subconjuntos; mitades sin semilla y mitades con semilla, las cuales se
colocaron en recipientes limpios y desinfectados de 500 mL cubiertos con manta de cielo y se

almacenaron a 0, 4 y 10° C durante dos semanas.

Para cada uno de los grupos anteriores se incluy6 un control que consistié en guayabas
sin ningun tratamiento. Un frasco con 5 frutas se consideré como la unidad experimental. El
experimento fue realizado por triplicado. Cada tres dias y durante dos semanas se midieron los
siguientes parametros: tasa de respiracién, produccién de etileno, cambio de color, textura a
través de la resistencia a la penetracidn, contenido de 4cido ascdrbico, contenido de sé6lidos
solubles y contenido de azlcares totales. Para el primer grupo (guayabas minimamente
procesadas con pelado quimico), se realiz6 una evaluacién sensorial para determinar la

aceptabilidad del producto.

4.2.3 ESTUDIO DE LA FISIOLOGIA DE LA MADURACION Y EXPRESION DE
RECEPTORES DE ETILENO EN GUAYABA

Teniendo en cuenta el cambio de color que muestran los frutos de guayaba durante su
maduracion, se seleccionaron 10 diferentes estados de madurez (3 frutos de cada estado de
madures) a cada fruta se le midid, el color (escala L*, a* y b*), su tasa de respiracion y
produccidn de etileno a través de los procedimientos que se sefialan en la seccion 4.3. Después
de estas determinaciones, los frutos se partieron en mitades, se les eliminé las semillas y
posteriormente se les congeld en nitrégeno liquido y se almacenaron a -72° C, hasta su analisis

de expresion de receptores de etileno

Los estudios de a expresién de receptores de etileno se llevaron a cabo en el Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAYV) unidad Irapuato en el laboratorio
15: Salud Humana y Plantas Tropicales. La Figura 10 describe la estrategia experimental
seguida para llevar acabo el estudio; el ARNm se aislé a partir de las muestras de pulpa

congelada en nitrégeno liquido previamente obtenido de los frutos con distintos estados de
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madurez utilizados en los estudios fisiolégicos. En ellos se aplicé la técnica Trascripcion
Reversa- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) para identificar y cuantificar la
expresion de genes que codifican para los receptores de etileno. Los detalles de cada una de

las técnicas empleadas se describen en la seccién 4.3.8 y 4.3.9.

Figura 10. Estrategia experimental para el estudio de fisiologia de la maduracién y expresion
de receptores de etileno.
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43. METODOS
4.3.1. TASA DE RESPIRACION Y PRODUCCION DE ETILENO

La tasa de respiracioén y la produccién de etileno se midieron en 345 frutos utilizando
el método estético. Cada fruto se pesd previamente, se colocd individualmente, durante una
hora, en un recipiente cerrado de volumen conocido provisto de una manguera de hule latex
para facilitar el muestreo del aire; se calculd el volumen del espacio de cabeza mediante la
diferencia entre el volumen de cada recipiente y el peso de cada fruto. Después de una hora, de
cada recipiente, se tomaron muestras de 1 mL del espacio de cabeza para su analisis de
composicion y cuantificacion de bidxido de carbono (CO,) y etileno en la muestra de aire. La

Figura 11 muestra el esquema del método estatico (Kays, 1991).

La tasa de respiracién se midié como la velocidad de produccién de CO, y se expreséd
como mL CO, Kg'! h'. El CO, producido por la fruta se cuantificé por medio de
cromatografia de gases utilizando un cromatdgrafo de gases marca Perkin Elmer Autosystem
equipado con un loop de 20 pL, dos columnas conectadas en serie; una de ellas Poraplot y la
otra Monsieve 5a, un detector de conductividad térmica (TCD). La cuantificacién de etileno se
realiz6 en forma simultdnea a la cuantificacion de CO,, utilizando el mismo sistema de
separacion pero los gases de salida del TCD fueron enviados a un detector de ionizacién de
flama (FID), y los resultados se expresaron como pL etileno Kg@ h'. La cuantificacién se
realiz6 utilizando estandares externos certificados de 5.0% de CO, y 10.4 ppm de etileno en

aire. Las condiciones analiticas del cromatégrafo fueron las siguientes:

Temperatura del horno: 80 °C

Detector TCD a: 180 °C

Gas acarreador: Helio a 5.2 m]l min

Columna Poraplot de: 0.5 mm para los gases de respiracién
Columna Molsieve 5% Conectada en serie con la columna Poraplot.
Detector (FID) a: 220 °C
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Temperatura del puerto de inyeccion: 80 °C

El sistema de separacion se encontraba conectado de tal forma que los gases de la
muestra pasaron primero por el detector TCD y después por el FID. Los tiempos de residencia '
de la muestra en cada una de las columnas fueron controlados a través de una valvula de
desvio de flujos que permitié operar el sistema en tiempos definidos en un sentido de flujo y

en otros en contracorriente con lo cual se logro una adecuada separacion de todos los gases.

Muestra | ‘*;j
- —_> o
Espacio de cabeza (1 mL) ‘. b2

O2 COz

Figura 11. Esquema del método estatico para medir la tasa de respiracion y produccion de
etileno. El fruto se coloca en un recipiente cerrado de volumen conocido durante
una hora. Al finalizar el tiempo se toma la muestra de aire del espacio de cabeza
para su analisis por cromatografia de gases. Los resultados se calculan por medio
del cambio de concentracion (disminucion de oxigeno 0 incremento de dioxido de
carbono) como una funcion de tiempo.

Los calculos fueron como sigue para el CO, (Kays, 1991):

mL CO, _%ACO, ¢ 10 ¢V %ACO, = (A un — Aure) *%S
Kg h P * T Aestandar

Y para el etileno:

/A Etileno _ [E]eV E]- A_ o ©10.4pPM
Kgeh PeT

Aes tan dar

37




Donde:

%ACO, Cambio en la concentracion del CO, dentro del contenedor con el tiempo

E Concentracién de Etileno (uL L)

\"% Volumen del espacio libre del contenedor en Litros

P Peso del fruto en Kilogramos

T Tiempo en el cual el fruto estuvo encerrado en el contenedor en horas

%S Porcentaje del estandar del CO,
Amuesta  Area del pico del CO, 6 Etileno seglin la muestra reportado por el cromatografo (uVe s)
P Agire Area del pico del CO, reportado por el cromatégrafo para el aire (uVe s)
Acstangar  Area del pico del CO, 6 Etileno segtin el estandar reportado por el cromatografo (uVe s)

4.3.2. CAMBIO DE COLOR

En cada experimento descrito anteriormente, el color se midi6 en cada uno de los
frutos utilizados, sobre la epidermis a la altura del eje ecuatorial del fruto, en tres zonas
diferentes y por triplicado para cada tratamiento, con un colorimetro Minolta CM-2002,
utilizdndose el software Spectra magic versién v. 1.01, Copyring© 1996-97 CyberChromc,
inc. Minolta Co., Ltd, el cual fue primeramente calibrado y empledndose el sistema
internacional de medicién de color CIELAB, utilizando un iluminante C y un observador a 10
grados, registrandose los valores L*, a*, b* y el indice de matiz Hue (H°®). Para los
experimentos de guayaba minimamente procesada también se determind la diferencia de color

(AE*) respecto a la muestra inicial a partir de la siguiente ecuacién, Rivas (2002).

AE = (AL *} + (aa*f +(ab*}

AL*=L*-L*, Aa*=a*-a*, Ab* =b*-b*,

38



Donde L*, a* y b*, son los parametros de color al inicio del experimento y L*,, a*;y

b*; corresponden a los parametros al final del experimento.

Las lecturas del colorimetro estan dadas en funcion de 3 curvas espectrométricas X, Y
y Z, donde X es esencialmente el color rojo, Y el verde y Z el azul., a lo cual se le llama
“triestimulus”™ (tres dimensiones), los cuales se usan para determinar “valores de color” y los
valores estindares de estos estan dados por el Internacional Comittee on Illumination (ICI) o

Comité Internacional de Iluminacién

La Figura 12.es un diagrama del sistema de coordenadas tridimensionales para colores.
Los valores Hunter para L (luminosidad) son directamente comparables a los de Y del sistema
ICI. Los valores Hunter de “a” mide la intensidad de rojo (cuando es positivo), gris (cuando es
cero) e intensidad de verde (cuando es negativo). El valor Hunter para “b” mide la intensidad
de amarillo (cuando es positivo), gris (cuando es cero) e intensidad de azul (cuando es

negativo).
4.3.3. RESISTENCIA A LA PENETRACION

La textura medida como la resistencia a la penetracién se midié usando un analizador
de textura TA-HD Stable micro Systems previamente calibrado operado con un software
Texture Analyser- XT-RA Dimension version 3.7 A (Stable Micro Systems) y equipado con
una sonda de acero inoxidable de 4 mm de diametro, la cual penetré 3.5 mm de profundidad a
una velocidad de 1 mm/s. De todos los frutos se tomaron muestras de 1 cm® de la zona
ecuatorial del mesocarpio de la fruta (enteras, mitades con semilla y mitades sin semilla), por
lo que el espesor de la muestra fue igual al grosor del mesocarpio. Las muestras asi preparadas
fueron colocadas sobre una placa metalica plana desde donde fue sometida al ensayo. El
software del equipo registrd una curva de fuerza contra distancia donde se registraron los datos
de fuerza maxima para romper el tejido y la distancia recorrida antes de romper el tejido

(Benito-Bautista, 2002).
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mg ac. ascorbico _VeFoVae100

100g muestra AP
Donde:
v Volumen de titulacién en mL
F Factor del tinte
Va  Volumen de aforo en mL
Alicuota del extracto en mL
P Peso o volumen de muestraen g
PREPARACION DE REACTIVOS

A) Acido metafosférico 3%: Se pesaron 3 g de 4cido metafosférico (HPOs3), se disolvieron

B)

C)

y aforaron a 100 mL con agua destilada.

Solucién estindar de 4cido ascérbico: En balanza analitica se pesé exactamente 100

mg de 4cido L-ascérbico y se transfirieron de forma cuantitativa a un matraz
volumétrico de 100 mL, se aforé con la solucién de 4cido metafosférico al 3% para
obtener una solucién de 1mg de icido ascérbico / mL.

10 mL de la solucién estidndar anterior se aforo a 100 mL con solucién de acido
metafosférico al 3% para tener una solucién 0.1 mg de 4cido ascérbico / mL, con la

cual se estandarizo el 2,6 diclorofenolindofenol.

Solucion colorante del 2.6 diclorofenolindofenol: 50 mg de sal de sodio del 2,6

diclorofenolindofenol se disolvieron en 50 mL de agua destilada, se adicion6 42 mg de
bicarbonato de sodio (Na HCO3), se agitd vigorosamente, se aforo a 200 mL con agua
destilada, se filtr6 y se almacend en refrigeraciéon en envase ambar. La solucién se

estandarizé en cada ocasion que se utilizo.

D) Estandarizacién del colorante: A 5SmL de la solucién estandar de 0.1 mg de acido

ascorbico/mL, se le adiciond 5 mL de acido metafosférico al 3 %, y se titul6 con la
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soluci6n colorante a estandarizar hasta que alcanzé una tonalidad rosa durante 15 s. El
factor del tinte (mg de acido asc6rbico por mL de solucién colorante), se determind

mediante la siguiente expresion:

. 05
Volumen de Titulacion

Factorde tinte =

4.3.5. CONTENIDO DE AZUCARES TOTALES

Para la cuantificacién de azicares totales, se utilizé el método espectrofotométrico
descrito por Dubois (1956) modificado por Buysse-Mercky (1993). Los carbohidratos son
deshidratados en presencia de acido sulfiirico concentrado para dar derivados del furfural, los
cuales se condensan con el fenol obteniéndose complejos amarillo-naranja que se pueden leer
a una longitud de onda de 490 nm. La reaccién es sensible y el color es estable por varias

horas.

Para ]a extraccion se pesé un gramo de tejido fresco se le adiciond 5.5 mL de etanol al
95%. Se homogenizé y se almacené a -20°C durante 12 horas, posteriormente se filtré al vacio
con papel whatman # 1. Una alicuota de 250 pL del extracto se aforé a 25 mL con agua
destilada, a partir de este extracto se hizo una dilucién 1:4 en agua destilada. A 0.5 mL de esta
dilucién se le adiciond 0.5 mL de fenol al 5% y 2.5 mL de 4&cido sulfirico concentrado el cual
se adicioné lo mas rapidamente posible, se homogenizé 30s en vortex, se dej6é reaccionar
durante 10 a 20 minutos a temperatura ambiente, y 10 minutos mas en bafio de agua a 25-
30°C. Posteriormente se determiné la absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de

onda de 490 nm. La cuantificacién se llevd acabo a través de una curva de calibracion.

Curva de calibracién: Se prepard una solucién estandar de glucosa a una concentracion

de 0.1 mg/mL con agua destilada, y se le adiciono 0.02% de azida de sodio. A partir de esta
solucion se prepararon diluciones en tubos que contenian 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450 y 500 pL de la solucion estandar y se llevaron a un volumen de 500 pL con agua

destilada, se les adiciono fenol y acido sulfiirico concentrado y se procesaron de la misma
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manera que para las muestras como se indica en el parrafo anterior. Con los resultados
obtenidos, se obtuvo la curva de calibracién con la cual se calculd la concentracidon de azicar

en las muestras.

4.3.6. CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

Se utilizo el método 938.17, de la AOAC, (1990) que consiste en moler 10 g de pulpa,
filtrarlos, y dos gotas del filtrado se leyeron en un refractémetro Abbé, a 20° C, previamente

calibrado con agua destilada.
4.3.7. EVALUACION SENSORIAL

Los productos obtenidos se evaluaron sensorialmente siguiendo el método descrito por
Pedrero y Pangbom (1989), clasificandose esta evaluacién dentro de los métodos afectivos
(nivel de consumidor), por medio de una escala hedénica no estructurada (nivel de agrado),
con gusto y disgusto en los extremos o lo que aplicara segiin el atributo a evaluar, la escala
contenia ademas un indicador de punto medio, a fin de facilitar al juez consumidor la
localizacién de un punto de indiferencia de la muestra, dicha escala reflejé las respuestas
relacionadas con la calidad de un atributo dentro de un conjunto de condiciones determinadas.
Esta prueba se realizdé con 10 jueces no entrenados. Las muestras fueron unicas (apropiado
para determinar la aceptacion de un producto alimenticio nuevo o no usual, donde no hay
productos similares para comparar). Para el analisis de los datos, la escala heddnica se
convirtié en numérica transformando las respuestas a centimetros de distancia, y con ellos se
aplico un analisis estadistico de comparacion de medias que determind la diferencia entre las
muestras degustadas. Los atributos que se midieron fueron color, aroma, sabor, textura
(apariencia, granulosidad) y aceptabilidad, asi como una comparacién entre dos diferentes
tipos de guayabas (enteras y en mitades de guayaba sin semillas). Cabe mencionar que la
evaluaci6n sensorial solo se realizo para las muestras de guayaba minimamente procesadas sin
pericarpio. En la Figura 13 y 14 se muestran los formatos de las hojas de respuesta para la
evaluacidn sensorial tanto para muestras inicas como para la comparacién entre los diferentes

tipos, respectivamente.
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ANALISIS SENSORIAL DE GUAYABAS

PRODUCTO: Guayabas Minimamente Procesadas
NOMBRE; FECHA:

NUMERO DE PRUEBA: NUMERO DE MUESTRA:
INSTRUCCIONES: Pruebe y observe el producto que se presenta ante usted y sefiale con una hnca vertlcal su

grado de aceptabilidad dependiendo del atributo indicado.

COLOR Extremadamente Ni me agrada, ni Extremadamente
Desagradable me desagrada Agradable
| | 4
0 5 10
Extremadamente Ni me agrada, ni Extremadamente
AROMA Desagradable me desagrada Agradable
= 1 |
0 5 10
SABOR Extremadamente Ni me agrada, ni Extremadamente
Desagradable me desagrada Agradable
| | |
0 5 10
TEXTURA Extremadamente Extremadamente
blando duro
| |
0 10
Apariencia Extremadamente Extremadamente
malo bueno
| |
I 1
. Extrema?iamente Extremlagamcnte
Granulosidad poca mucha
| |
| 1
0 10
ACEPTABILIDAD (De manera general le producto presentado ante usted es)
NO Aieptable Indiferente Acer,}table
!
| | !
0 5 10

NOTAS:

GRACIAS POR SU COLABORACION

Figura 13. Formato para la evaluacién sensorial de diferentes atributos en muestras tnicas de
guayaba.
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ANALISIS SENSORIAL DE GUAYABAS

PRODUCTO: Guayabas minimamente procesadas
NOMBRE; . . FECHA:

NUMERO DE PRUEBA: . NUMERO DE MUESTRA:

INSTRUCCIONES: Observe y compare los productos que se presentan ante usted y sefiale con una cruz (X) cual
le agrada mas:

MUESTRA . Me agrada mas:
Guayaba con semillas
Guayaba sin semillas

De la muestra que eligi6 sefiale con una cruz (X) su grado de aceptabilidad

MUESTRA: Guayaba con semillas Guayaba sin semillas
(entera) (partida)

ACEPTABILIDAD

Extremadamente desagradable

Muy desagradable

Bastante desagradable

Desagradable

Ni desagradable, ni agradable

Agradable

Bastante Agradable

Muy agradable

Extremadamente Agradable

NOTAS:

GRACIAS POR SU COLABORACION

Figura 14. Formato para la evaluacidn sensorial para comparar diferentes tipos de muestras de
- guayaba.
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4.3.8. METODO PARA AISLAR ARN TOTAL DEL TEJIDO DE GUAYABA

Para analizar la expresion de los receptores de etileno durante la maduracién de
guayaba, se requirio aislar e] ARN total, mismo que se obtuvo de las pulpas libre de semillas y
cascara de los frutos en diferentes estadios de madurez que se utilizaron en los analisis

fisiolégicos y que se encontraban almacenadas a -72° C.

Las muestras congeladas se transportaron al CLINVESTAV unidad Irapuato, en hieleras
con hielo seco y a su llegada se almacenaron a -72° C, para posteriormente proceder a la
extraccion de ARNm, para ello se sigui6 la técnica descrita por Chang y col. (1993). El tejido
(mesocarpio del fruto) congelado se pulverizé en presencia de nitrégeno liquido. Se pesaron
de 2 a 3 g de este tejido y se mezclaron por inversién con 15 mL de buffer de extraccién
(CTAB al 2%; PVP 30 al 2%, TRIS 1M pH=8.0; espermidina; EDTA 0.5 M pH=8.0; Na Cl
5M. Ver apéndice Preparacién de reactivos), y se calenté a 65° C en bafio maria por 5

minutos.

Posteriormente en campana de flujo laminar se adicionaron 300 pL de B-mercapto-
etanol y se calent6 en bafio maria a 65° C por 5 minutos, esta mezcla fue extraida primero con
15 mL de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, se mezcl en vortex y se centrifugd a 10,000 X
g a'4° C por 10 minutos, se realizo una segunda extracciéon a la fase acuosa de la misma
manera que la primera. E1 ARN fue precipitado de la fase acuosa con cloruro de litio 10M (1/3

del volumen de la fase acuosa obtenida) y almacenandolo a 4° C toda la noche.

Al dia siguiente se centrifugé el precipitado a 11,000 X g a 4° C por 35 minutos. La
pastilla se resuspendié con 500 pL de buffer SSTE (Na Cl 5M; SDS al 20%; Tris pH=8.0;
EDTA 5M y Agua DEPC. Ver apéndice Preparacién de reactivos) calentado previamente a
65° C, se transfirié a un tubo eppendorf estéril. Se extrajo con SOQ pL de cloroformo:alcohol
isoamilico 24:1, se homogenizé y se centrifugd en microcentrifuga a 12,000 X g a 4° C por 10
minutos. La fase acuosa se volvid a extraer. El ARN fue recuperado de la fase acuosa y se

lavé con etanol absoluto (2 a 3 veces del volumen de la fase acuosa obtenida) a -70° C por 30
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minutos y centrifugando en microcentrifuga a 12,000 X g a 4° C por 30 min. Se decanté y la
pastilla (ARN total) se dejé secar a temperatura ambiente para eliminar los restos de alcohol.
Una vez seca la pastilla se resuspendié con 20 pL de agua DPEC estéril (agua inyectable o de

ampolleta).

Posteriormente se analizé la integridad de la molécula en gel de agarosa 1% el cual
contenia bromuro de etidio (1pL por 100 mL de gel). El gel se visualizé en un UV
transiluminator kodak EDAS 290 y se tomé fotografia del gel. La concentracién del ARN fue
estimada por densidad éptica (D. O.) a 260 nm con un espectrofotémetro usando la siguiente
expresién:

D.O. 260nm)e (40) e (F)

{
[ARN] - 1000

Donde:
[ANR] Concentracién de ARN en pg pL*
D.O. Densidad éptica medida a 260 nm

F Factor de dilucién

Una vez medida la concentraciéon de ARN, este se llevd a una concentracion final de
150 ng ;,LL" con agua DPEC estéril (agua inyectable o de ampolleta) y se almacené a -70°C

para su posterior utilizacién en la RT-PCR.

4.3.9. TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR)

Esta técnica permite la amplificacion de una cantidad pequefia de moléculas diana
(moléculas blanco) de ARN (tanto ARNm como ARN total) con gran especificidad, mediante
la transcripcién reversa del ARN a ADNc, que es posteriormente amplificado (Figura 15). La
RT-PCR es mas sensible que las otras técnicas para medir expresién génica como son
Northern blot o Dot Blot, ensayos de proteccién de RNasa, hibridacién in situ, y ensayos de

nucleasa S1, y requiere menos ARN. Hay dos partes diferenciadas en cualquier RT-PCR; la
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trascripcion reversa (RT) y la amplificacién (PCR), de ellas la primera es la etapa clave de la

& N " 4_(
— -primer anneals to s specific mPNA,

técnica.

RY synthesizes 4

; 7 cDNA capy.
The &-specific primer and Tag

pbdlymerase thenmake the 2nd

strand, Thisds cDNAIs thien
amiplified by gdditional rotrids

e Fogponific prirmer

¥ dNTPs .
" e BleStyecifle primer
‘ ~ ENA R )
U S EENA . '

S BT Amplifiad geng-specific dg SONA

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction.

Figura 15. Representacién esqueméatica de la técnica: Trascripcién Reversa-Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Este método combina la sintesis de ADNc
con la amplificacion PCR. Inicialmente del ARNm se sintetiza un ADNc
utilizando la enzima Trascriptasa reversa. Posteriormente del ADNc obtenido se
realiza la amplificacién de una secuencia especifica mediante €l uso de un par de
iniciadores que cubren la regién de dicha secuencia y utilizando la enzima Taq
polimerasa se genera una copia del sitio de interés para posteriormente por varios
ciclos de PCR amplificarse.

4.3.9.1. TRANSCRIPCION REVERSA (RT)

Se sigui6 la técnica descrita por Sato-Nara y col., (1999). En tubos eppendorf pequefios
estériles se hizo la mezcla de la reaccién, (volumen total de 20 pL) se adicionaron 7.5 pL de

Agua destilada; 4 pL de Buffer 5X 1 cadena; 2 pL de DTT 0.1 M; 2 pL de ANTP’s (250uM);
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2 puL de TIIXN (2uM) y 2.0 uL de ARN (150 ng uL™); 0.5pL de ‘Transcriptasa Reverse’ esta
se agrega en el tercer ciclo una vez dentro del termociclador. Los tubos con la mezcla se
colocaron en el termociclador (Tgradient, Biometra), y la transcripcién reversa consistié en un
ciclo de 5 minutos a 65° C; un ciclo de 10 minutos a 37° C; un ciclo de 5 minutos a 20° C
(durante este ciclo se agregé la ‘Transcriptasa Reverse’ a cada muestra); un ciclo de 50
minutos a 37° C; un ciclo de 5 minutos a 95° C y se bajo la temperatura a 4° C. De aqui se

obtuvo el ADNc de las muestras que se utilizé en la amplificacion.
4.3.9.2. SELECCION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

Para poder realizar la amplificacién de los ARNm de los receptores se requiere
seleccionar los oligos de receptores los cuales se dedujeron de la secuencia de nucleétidos del
gen receptor de etileno de Arabidopsis y tomate (Lycopersicon esculentum) segun lo reportado

por Sato-Nara y col., (1999). Las secuencias de los oligos degenerados fueron las siguientes:

*Oligo 1: 5" CCGGAATTCGCAGTTTGGWGCYTTTAT 3°
*Oligo 2: 5" CGCGGATCCCATCTTCNARYCTAGAAA 3

4.3.9.3. SELECCION DE LA TEMPERATURA DE HIBRIDACION
Este factor es muy importante en los estudios de PCR por ser la temperatura a la cual

se da el alineamiento de los oligos. Para su seleccién, se hizo un gradiente de temperatura

desde 45 hasta 55° C, teniendo las siguientes temperaturas en el termociclador:

No. Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Temperatura®°C 450 459 482 494 506 51.8 529 540 547 55.0

Se realizé un PCR con la mezcla de reaccién de volumen total de 20 pL, con las
siguientes condiciones un ciclo a 94.0°C por 2 minutos, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1

minuto a diferente temperatura segtin niimero de tubo como se indica en la tabla anterior y 1.5
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minutos a 72° C, y un ciclo de 10 minutos a 72° C para finalmente bajar la temperatura hasta
4° C. Posteriormente se analiz6 la calidad de la sefial en gel de agarosa al 1 %, se visualizé y
se tomo fotografia del gel en un UV transiluminador kodak EDAS 290. De aqui se eligi6 la
temperatura en la cual se observaba la sefial més clara y concentrada, misma que se utilizé

para la amplificacién.
4.3.9.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se sigui la técnica descrita por Sato-Nara y col., (1999). La mezcla de la reaccién para
la ampliﬁca‘ci()n (PCR) de un volumen fotal de 40 pL se hizo en tubos eppendorf pequeifios
estériles y consisti6 en 20.5uL de agua destilada estéril; 3.0pL de Cloruro de magnesio (Mg
Clp); 4.0pL de Buffer 10 X PCR; 3.0 puL de dNTP’s; 2.0 pL de cada uno de los oligos a una
concentracién de 100 ng pL™; 5.0 ML de ADNc; y 0.5 pL de Taq DNA Polimerase

recombinant. Todo esto se adiciono en campana de flujo laminar.

Como control positivo se utilizé el ADNc que codifica para el ETR de mango (Figura
36) donado por el CINVESTAYV, Irapuato y como control negativo se utilizé agua destilada

estéril.

La amplificacién (PCR) tuvo las siguientes condiciones: primeramente el ADNc se
desnaturalizé a 94.0° C por 2 minutos, posteriormente se llevé a cabo la amplificacién con 40
ciclos de ! minuto a 94° C, 1 minuto a 50° C y 1.5 minutos a 72° C, después de estos ciclos la
amplificacién se extendié por 10 minutos mas a 72° C y finalmente se bajé la temperatura
hasta 4° C.

Los fragmentos amplificados se separaron en un gel de agarosa al 1%, empleando un
marcador de peso molecular de Lambda ADN digerido con Hind III-ECO R1. El gel se

visualiz6 en un UV transiluminator kodak EDAS 290 y se tomo fotografia para su analisis.
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4.4. ANALISIS ESTADISTICOS

44.1. ESTUDIO DE LA FISIOLOGIA DE GUAYABA MINIMAMENTE
PROCESADA

Para determinar la mejor presentacién y temperatura de almacenamiento, se utilizé un
disefio experimental factorial 2 x 4, que considera dos tipos de presentacién y cuatro

temperaturas de almacenamiento.

A) Guayabas minimamente procesadas peladas quimicamente.
Factores: A. Tipo de Presentacion de la guayaba (2): Enteras y
mitades sin semilla.
B. Temperatura de almacenamiento (2): 0, 4, 10 y 15°C

Unidad experimental: ~ Un frasco con cinco guayabas

Numero de repeticiones: Tres

Variables de respuesta: Y1 = Tasa de respiracién. (mLCO; kg'n™)
Y2 = Produccién de Etileno (ppm kg™h™)
Y3 = Cambio de Color (fndice de matiz (Hue)).
Y4 = Textura (Resistencia a la penetracién N)
Y5 = Sélidos Solubles (°Brix)
Y6 = Acido ascérbico (mg g™)

Y7 = Azicares totales (mg g)

B) Guayabas minimamente procesadas sin pelar. Igual que en las gﬁayabas
minimamente procesadas sin pericarpio, se utilizé un disefio experimental factorial 2 x 3, que
considera dos tipos de presentacién factor A el cual comprende: Mitades sin semilla y mitades

con semilla y tres temperaturas de almacenamiento 0, 4 y 10° C.

Los datos obtenidos se analizion estadisticamente por un analisis de varianza y las
diferencias estadisticas entre los diferentes tratamientos asi como sus interacciones, se

analizaron a través de la prueba de medias de Tukey a un nivel de significancia de 95%
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(0=0.05), utilizando el paquete estadistico JMP versién 4.0. Estos experimentos nos indican la

mejor forma de fruta, la mejor condicién de temperatura de almacenamiento y tiempo para

este tipo de producto.

44.2. ESTUDIO DE LA MADURACION Y EXPRESION DE RECEPTORES DE
ETILENO EN GUAYABA.

Los datos obtenidos de la tasa de respiracién, produccion de etileno y cambios de color
se analizaron estadisticamente por medio de un anélisis de varianza entre estados de madurez

de los frutos, utilizando el paquete estadistico JMP versién 4.0.

Factor: Estado de madurez

Unidad experimental: Una guayaba

Numero de repeticiones: Tres

Variables de respuesta: Y1 = Tasa de respiracién (mL Kg'h™).

Y2 = Produccién de Etileno (ppm Kg'h™).
Y3 = Color (Indice de matiz (Hue)).

52



V.  RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  COMPORTAMIENTO FISIOLOGICO DE GUAYABA MINIMAMENTE
PROCESADA

Se analizan de manera conjunta y para cada variable, los resultados de guayaba
minimamente procesada tanto pelada quimicamente como sin pelar, para observar los efectos
de ambos tipos de procesado minimo durante el almacenamiento de los frutos a diferentes

temperaturas.

5.1.1. EFECTO EN LA TASA DE RESPIRACION

La tasa de respiracién de guayabas minimamente procesadas peladas quimicamente se
incrementé gradualmente al transcurrir el tiempo de almacenamiento. No obstante, es
importante resaltar que esta tasa de respiracién fue de 2 a 10 veces mayor (100-700 mL CO,
Kg' hr-') (Figura 16a) respecto de lo reportado por Akamine y Goo, (1979) quienes indicaron
valores de 50-70 mL CO, Kg'lh") en el méximo climatérico de guayaba almacenada a
temperatura ambiente (20° C); y también respecto de lo reportado por Mercado-Silva y col.,
(2003) quienes también informaron maximos climatéricos de 80+5 mg CO,; Kg'h!' en el
estado de madurez de consumo. De forma opuesta, las muestras sin pelado quimico mostraron
tasas de respiracion notablemente menores (Figura 16b) respecto de las peladas quimicamente
lo cual indic6 que el pelado quimico, y muy probablemente el estrés térmico aplicado, indujo

el notable incremento del metabolismo de las muestras.
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Figura 16. Tasa de respiracién de guayabas minimamente procesadas peladas quimicamente
(a) y sin pelar (b); enteras, en mitades con y sin semillas comparadas con frutos
intactos (controles). Almacenadas a diferentes temperaturas.
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Los Cuadro 3 y 4 muestran la comparacién de medias de las tasas de respiracién para
guayabas minimamente procesadas durante su almacenamiento a distintas temperaturas. Asi
mismo se muestra la significancia estadistica de los factores tipo de presentacidén y
temperatura. La comparacioén de los datos de ambos cuadros indica que el pelado quimico
incrementd de manera acentuada la tasa de respiracion, lo cual indica que este procedimie;lto
no es adecuado para este tipo de productos. Analizados por separado estos cuadros indican,
para el caso de las muestras peladas quimicamente, que el tipo de guayaba minimamente
procesada fue altamente significativo durante todo el almacenamiento; siendo las mitades de
guayabas sin semilla las que mostraron las mas altas tasas de respiracién respecto de las
enteras. El factor temperatura de almacenamiento no fue significativo en el primer dia y
octavo pero si lo fue en los dias intermedios observandose (de forma 16gica) una mayor tasa de
respiracién para las temperaturas mas altas. La interaccién temperatura y tipo de guayaba no
fue significativa por lo que solo es importante presentar la guayaba minimamente procesada

con semillas y mantenerla a temperaturas bajas.

El Cuadro 4 muestra la comparacién de medias para cada uno de los dos factores que
fueron estadisticamente significativos con los factores, tipo de guayaba o temperatura,
confundidos para cada caso. Aunque se aprecia con mas claridad que las temperaturas altas

deben de evitarse y que el dafio mecar::co es el factor que multiplica la actividad respiratoria.

Para €] caso de las muestras sin pelado (Cuadro 5), el factor tipo de guayaba fue
significativo hasta antes de 8 dias de almacenamiento siendo las muestras enteras o en mitades
con semilla las que mostraron menores tasas de respiracién (Figura 16b); mientras que el
factor temperatura fue altamente significativo observandose nuevamente que a menor
temperatura las tasas de respiracion fueron menores. La interaccién tipo de presentacion-
temperatura tampoco fue significativa en este tipo de muestras siendo nuevamente importante

el presentar los frutos solamente partidos y conservarlos a baja temperatura.

A}
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Cuadro 3. Comparacién de medias de la tasa de respiracién (mL CO, Kg' hr') de frutos
enteros y en mitades sin semilla de guayaba minimamente procesada pelada
quimicamente almacenadas a diferentes temperaturas.

Tem?fé;‘t“ra Tipo de Guayaba Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 173.15 18846 ® 23751 *® 45729 *
Enteras 138.04 113.71 °® 157.59 * 280.46 *
4 Mitades sin semilla 248.13 ° 269.13 * 45499 ° 763.41 °
Enteras 100.52 °® 119.39 *® 258.63 *® 37640 ®
10 Mitades sin semilla 188.92 22403 * 52515 °©
Enteras 15233 ®  188.12 *® 39961
15 Mitades sin semilla 21738 *® 35895 °
Enteras 156.59 *® 27759 ®
Temperatura NS ok woEkE NS
Tipo de guayaba ** * *x *
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS . NS NS
D.M.S. Tukey a < 0.05 144.18 204.59 189.18 461.82

¥ ** y *¥*¥ significativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre columna indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Cuadro 4. Comparacién de medias de factores individuales (temperatura y tipo de guayaba)
de la tasa de respiracion (mL CO, Kg" hr') de frutos de guayaba minimamente
procesadas peladas quimicamente en distintas temperaturas de almacenamiento.

FACTOR Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
Temperatura (°C)
0 155.59 @ 151.09 ° 19755 °  368.87 °®
4 17432 * 194.26 ° 356.81 *  569.90 °®
10 170.62 °® 206.08 *® 46238 ® HONGOS
15 186.98 * 318.27 * HONGOS HONGOS
Tipo de Guayaba
Partidas 260.89 * . 260.14 °® 405.88 * 61035 *®
Enteras 136.87 ° 17470 ° 27194 ° 32843 °

* *k y *¥¥ gignificativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre columna indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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Cuadro 5. Comparacién de medias de la tasa de respiracion (mL CO, Kg™' hr'') de frutos de
guayaba minimamente procesada sin pelar en distintos temperaturas de

almacenamiento.
Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dia 3 Dia 8
0 Mitades sin semilla 5244 66.57 =
Mitades con semilla 2747 * 39.13 ®
Control 39.12 25.40 *®
4 Mitades sin semilla 35.62 ° 82.02 *®
Mitades con semilla 30.46 ° 54.64 *
Control 63.05 * 6725 *
10 Mitades sin semilla 7478 ° 86.21
Mitades con semilla 62.07 97.17 °
Control 62.44 76.02 *
Factor: Temperatura  0°C 3968 ° 4370 °

4°C 43.04 ° 6797
10°C 66.43 ? 86.47 °

Temperatura * kA *x

Tipo de guayaba * NS

Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS

D.M.S. Tukey o <0.05 38.32 61.76

* ¥k y ¥** significativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Los anteriores resultados mostraron que el procesado minimo (pelado quimico) indujo
un fuerte estrés a las frutas y que este se increment6 ain mas si las muestras eran cortadas, lo
cual concuerda con lo expuesto por Salveit (1999), quien indicé que a mayor nivel de dafio se
induce una mayor respuesta metabdlica del tejido. Se sabe que un incremento en la tasa de
respiracion es una respuesta comun en los tejidos que han sufrido un dafio mecanico (Ramirez
2000). El dafio mecanico lleva a cambios fisioldgicos que alteran la apariencia, lo cual esta
asociado a una senescencia acelerada y cambios en’ las rutas metabdlicas que pueden generar
olores indeseables probablemente asociados al incremento en la tasa de respiracién y

produccioén de etileno en los tejidos dafiados (Ben-Hur, Durigan, y Durival Junior, 2003).

Se conoce que uno de los sintomas mas comunes de deterioro de los productos

minimamente procesados es el desarrollo de bacterias y hongos (Kader, 1992 citado por
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5.1.2. PRODUCCION DE ETILENO

La producci6n de etileno en las muestras a las que se aplicé el pelado quimico se alterd
drasticamente (Figura 18a) en general éste tratamiento disminuyé fuertemente la produccién
de esta fitohormona y solo se detectaron muy pequefias producciones en los tratamientos a 0°C
con guayabas enteras y a 4° C en guayabas en mitades durante el primer dia de
almacenamiento (2.2 y 2.6 pL etileno Kg'hr! respectivamente). No obstante, estas
producciones no fueron diferentes significativamente entre los distintos tratamientos (Cuadro
6). Este resultado indic6 claramente que la sintesis de etileno fue fuertemente bloqueada de
manera irreversible debido al tratamiento alcalino y mas probablemente al térmico (2%

NaOH, 85°C por 2 min.) que se aplicé.

Respecto de las guayabas minimamente procesadas sin pelado quimico con las mismas
formas de presentacion, éstas no mostraron diferencia significativa en la interaccién de los
factores temperatura y el tipo de presentacion, en tanto que la temperatura de almacenamiento
fue el factor que fue estadisticamente significativo (Cuadro 7 y Figura 18b). La produccién de
etileno fue menor en los frutos almacenados a 0° C respecto del control, aunque no se
encontré diferencia estadisticamente significativa. La produccién de etileno para guayabas
minimamente procesadas sin pelado cortadas parece estar dentro del rango de lo reportado por
Mercado-Silva y col. (1998) quienes indicaron producciones en frutos intactos de 10-40 puL
etileno Kg' hr! a temperatura ambiente, ademas indicaron que la sintesis de etileno en los
tejidos vegetales se inhibe cuando la temperatura sobrepasa los 32° C. Por su parte Lurie,
(1998) indicé que durante el calentamiento, no solamente se inhibe la produccién de etileno
sino que también el tejido no responde al etileno exdgeno y esto indica una pérdida o
inactivacién de los receptores de etileno o una incapacidad para transferir la sefial de los
subsecuentes eventos que llevan a la maduracién. No obstante Watada y col. (1990) citado por
Ben-Hur y col. (2003) mencionan que el dafio mecanico en bananas y kiwi minimamente
procesados, generé un aumento en la velocidad de produccion de etileno, la cual aceleré el
deterioro y la senescencia de los tejidos. Los resultados de guayaba minimamente procesada

pelada quimicamente no fueron los esperados; esto se puede explicar por el hecho ya conocido
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que la actividad de la enzima ACC oxidasa se ve drasticamente disminuida cuando el tejido se
somete a bajas y altas temperaturas como lo observé Regalado (1999) en frutos intactos. Es
decir que el tratamiento térmico alter6 la sintesis de etileno y por lo tanto no se registré
produccion del mismo. Lo que llama la atencién es que la tasa de respiracion se elevd aunque
la produccion de etileno no debido a que se inhibieron enzimas responsable del proceso de

produccion al tratamiento térmico alcalino (2% NaOH, 85° C por 2 min.) que se aplicd.
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Cuadro 6. Comparacién de medias de la produccion de etileno (uL Etileno Kg' hr) de
frutos de guayaba minimamente procesadas peladas quimicamente en distintas
temperaturas de almacenamiento. ‘

Tem{’j’é;‘t“ra Tipo de Guayaba Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 1.28 ° 0.00 °* 0.00 0.00
Enteras 224 ° 0.00 °* 0.00 0.00
4 Mitades sin semilla 264 *° 3.10 0.00 0.97
Enteras 0.00 * 0.00 * 0.00 0.00
10 Mitades sin semilla 0.00 *° 0.00 * 0.00
Enteras 0.00 * 0.00 * 0.00
15 Mitades sin semilla 283 ° 1.70 °®
Enteras 0.00 * 0.00 ?* -
Temperatura * NS NS
Tipo de guayaba NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba * NS NS
D.M.S. Tukey a < 0.05 2.84 6.13 0 2.20

* ®k y bk gignificativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Cuadro 7. Comparacién de medias de la produccién de etileno (uL Etileno Kg' hr') de
frutos de guayaba minimamente procesada sin pelar, cortadas, con y sin semillas en
diferentes temperaturas de almacenamiento.

Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 7.66 *° 525 ? 5.80 ®
Mitades con semilla 517 °® 432 ° 3.76 *®
Control 11.81 *® 1093 593 ®
4 Mitades sin semilla 15.08 *® 9.79 * 1730 ®
Mitades con semilla 10.40 ° 6.09 * 926
Control 2185 ® 843 ® 2627 ®
10 Mitades sin semilla 11.25 @ 11.80 * 3372 °
Mitades con semilla 26.73 °® 14.60 * 16.16 *
Control 20.81 °® 39.22 ° 8.43 ab
Temperatura * * *
Tipo de guayaba NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS
D.M.S. Tukey a £0.05 24.00 33.71 28.67

* *% y *** gionificativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey o < 0.05.
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5.1.3. CAMBIOS DE COLOR

Para el consumidor, el color es el factor mas importante para determinar la calidad de
los productos agricolas debido a que éste se relaciona con el resto de los atributos sensoriales
(Medlicott y col., 1992 citado por Benito-Bautista, 2002). El indice de matiz, Hue (H®), de
guayabas minimamente procesadas con pelado quimico varié desde 80° a 90° mientras que
para las no peladas este intervalo fue mayor (90 a 95) lo que indic6é que el pelado quimico
alterd drasticamente este factor mientras que el no pelarlas por este procedimiento mantuvo un
valor mas alto (Figura 19). No existen datos de color de guayabas minimamente procesadas;
no obstante, Reyes y Paull, (1995) citado por Benito Bautista, (2002) reportaron valores de
angulo de matiz de 84 para guayaba intacta de la variedad ‘Media China’ en madurez media
(50% de color amarillo) almacenada a 10° C. La comparaci'c')n de medias tanto en frutos
pelados quimicamente como no pelados (Cuadro 8 y Cuadro 9), indicéd que no hubo un efecto
significativo del tipo de presentacién de los frutos en ambos tipos de muestras; mientras que la
temperatura si tuvo un efecto altamente significativo en ambos tipos de procesos observandose
que las muestras almacenadas a temperaturas mas bajas mostraron valores mas altos. La
interaccion temperatura-tipo de presentacion presentd un efecto significativo en las muestras
peladas quimicamente mientras que en las no peladas esta misma interaccion no fue

significativa (Cuadro 9).

No existen en la bibliografia datos de cambio de color en guayabas minimamente
procesadas que permitan comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo y aunque un
poco distante de este trabajo y con diferentes objetivos;- Garcia-Velasco, (1997) aplico
tratamientos hidrotérmicos en guayabas intactas durante 30 minutos a 46° C observando un
retraso en la evolucién de color con valores de indice de matiz superiores al grupo no tratado,
esto concuerda parcialmente con los resultados obtenidos para guayabas minimamente
procesadas peladas quimicamente aunque el intervalo de valores fue menor para el caso de las

muestras minimamente procesadas.
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Cuadro 8. Comparacién de medias del indice de matiz de frutos de guayaba minimamente
procesada peladas quimicamente en distintas presentaciones y diferentes
temperaturas de almacenamiento.

Temlzfcr)atura Tipo de Guayaba Dial Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 88.71 ° 87.96 ° 87.46 ° 88.01 °
Enteras 85.04 *° 8528 ¢ 86.53 *® 8580
4 Mitades sin semilla 81.56 ° 82.01 * 8239 *®° 8082 *®
Enteras 84.96 8536 ™ 8526 ® 8578 ®
10 Mitades sin semilla 88.27 87.06 °° 87.07 * HONGOS
Enteras 84.07 ™ 84.01 ™  84.86 * HONGOS
15 Mitades sin semilla 83.05 *° 8335 ® 8136 ® HONGOS
Enteras 83.50 *° 82.86 * 80.95 * HONGOS
Temperatura *x *x *Ex *
Tipo de guayaba NS NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba ** * NS *
D.M.S. Tukey a <0.05 4.40 4.50 5.72 6.78

* k% g k% gignificativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Cuadro 9. Comparacién de medias del indice de matiz de frutos de guayaba minimamente
procesada sin pelar, en distintas presentaciones, diferentes temperaturas de

almacenamiento.
Teml(’oeé;'t“ra Tipo de Guayaba Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 9330 ° 9287 * 91.78 ° 92.01 *®
Mitades con semilla 92.57 ° 92.83 °® 9176 * 9157 °®
Control 93.65 ° 93.05 *® 9236 ° 9177 *®
4 Mitades sin semilla 92.09 ° 93.60 * 92.12 ° 89.80 *?
Mitades con semilla 92.26 ° 9152 *® 92.09 °*  90.66 °
Control 9330 ° 9435 *® 92.18 * 9082 °®
10 Mitades sin semilla 90.51 ° 88.66 *° 87.45 °® 89.92 @
Mitades con semilla 9297 ° 90.38 *® 88.92 ® 8755 *®
Control 91.78 ° 89.99 *° 8898 *® 8736 *®
Temperatura NS ** *oxk **
Tipo de guayaba NS NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS NS
D.M.S. Tukey a £ 0.05 6.33 5.79 3.89 5.59

* ok y ®kE gignificativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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Mientras que el indice de matiz mide un angulo cuya tangente esti dado por el valor
b*/a*; la diferencia de color (AE) permite comparar los cambios de color respecto de una
muestra inicial ademas de considerar los tres parametros que definen el color (L*, a* y b*).
Para las muestras con pelado quimico, el factor tipo de presentacién solo fue significativo
hasta el dia seis de almacenamiento (Cuadro 10) mostrando las mayores diferencias las
muestras en mitades con semillas y las que presentaron menor cambio de color fueron las
enteras como era logico esperar; no obstante después de ese dia este factor ya no fue
significativamente diferente. También el factor temperatura fue estadisticamente significativo
teniendo menores cambios de color las muestras almacenadas a 0° C aunque esta significancia
solo se present6 el dia tres de almacenamiento. La interaccion entre la temperatura-tipo de
presentacion no fue significativa. La Figura 20a muestra también que el AE fue menor en las
muestras enteras las cuales presentan una tendencia descendente mientas que las muestras en

mitades sin sefiilla presentaron una tendencia ascendente.

En las muestras sin pelar, en términos practicos no se detectaron diferencias
significativas en el cambio de color AE para el tipo de presentacion, temperatura e interacciéon
de estos dos factores, aunque este tltimo mostré significancia en el primer dia de
almacenamiento pero después ya no se detecto este efecto (Cuadro 11). La Figura 20b muestra
que los valores de AE fueron mayores para las muestras a 0° y 10° C en comparacién con sus

respectivos controles.
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Cuadro 10. Comparacién de medias del cambio de color (AE), en frutos de guayaba
minimamente procesada con pelado quimico, en diferentes tipos de presentacion.
Almacenadas a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dif. Dia 3 Dif. Dia6  Dif.Dia 8

~ 0 Mitades sin semilla 1.77 *® 321 * 2.87 °®
Enteras 220 ? 1.82 *® 2.11 2
4 Mitades sin semilla 275 °® 3.58 468 *°
Enteras 3.03 °® 243 277 *®

10 Mitades sin semilla 331 °® 449 ®  HONGOS

Enteras 2.11 *® 2.14 ® HONGOS

15 Mitades sin semilla 3.11 * 465 ® HONGOS

Enteras 3.49 ° 3.12 ® HONGOS

Temperatura * NS NS

Tipo de guayaba NS okx NS

Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS

D.M.S. Tukey a <0.05 1.97 2.65 3.07

*, ¥* y ¥¥* significativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Cuadro 11. Comparacién de medias del cambio de color (AE), en frutos de guayaba
minimamente procesada sin pelar, en diferentes presentaciones. Almacenados a
diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dif. Dia 3 Dif. Dia 6 Dif. Dia 8

0 Mitades sin semilla 428 560 ° 4.77 °®
Mitades con semilla 3.82 2 479 * 419 *®
Control 3.60 ? 347 * 418 *
4 Mitades sin semilla 3.96 * 494 * 7.10 ?
Mitades con semilla 3.52 @ 572 ° 6.02 *
Control 791 ° 471 *® 7.80 *
10 Mitades sin semilla 546 * 532 ° 721 °
Mitades con semilla 3.77 ? 789 *® 7.76 *
Control 3.73 ® 441 °* 575 *®

Temperatura NS NS NS

Tipo de guayaba NS NS NS

Temperatura * Tipo de Guayaba * NS NS

D.M.S. Tukey a < 0.05 3.86 5.98 6.92

* *¥ y *** gignificativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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5.1.4. RESISTENCIA A LA PENETRACION

La actividad metabdlica del procesado minimo de las guayabas, implicé una serie de
cambios dentro del tejido que alteraron sus caracteristicas estructurales. Las guayabas
minimamente proceéadas con pelado quimico mostraron un efecto altamente significativo del
tipo de guayaba y la interaccion temperatura-tipo de guayaba a partir del tercer dia (Cuadro
12). Esto también puede observarse més claramente en la Figura 21a la cual muestra una
mayor resistencia a la penetracién en las guayabas en mitades sin semilla respecto de las
guayabas enteras, ademés también se observa una caida dréastica de la resistencia a la
penetracion al tercer dia de almacenamiento con un posterior incremento, lo cual se piensa que
se debidé primeramente a un ablandamiento del tejido generado por el dafio quimico y
mecanico ocasionado, y posteriormente la deshidrataciéon del tejido provocé un
endurecimiento del fruto mismo que incremento la resistencia a la penetracién. Gomny y
Kader, (1996) mencionan que los productos minimamente procesados son mas susceptibles a
la pérdida de agua que los productos intactos, porque las barreras que evitan la pérdida de
agua son removidas durante su procesamiento y Lurie, (1998) indicé que los tratamientos
térmicos generalmente proporcionan productos con una mejor firmeza respecto de frutos no
tratados y esto lo atribuyé a que el tratamiento inactiva las enzimas responsables de la

degradacidn de las pectinas con lo cual se mantiene la firmeza del tejido.

En las guayabas minimamente procesadas sin pelar el tipo de guayaba fue el factor que
presento diferencia estadisticamente significativa, asi como la interaccién temperatura-tipo de
guayaba solamente para los dias primero y tercero de almacenamiento, (Cuadro 13). En la
Figura 21b se puede observar que las muestras control presentaron mayores valores de
resistencia a la penetracién en comparacién con las guayabas procesadas, asi como también la
resistencia a la penetracién fue menor en las guayabas en mitades sin semilla comparadas con
las enteras a las diferentes temperaturas de almacenamiento, esto concuerda con lo descrito
por Salveit, (1999) quien indic6 que a mayor nivel de dafio se induce una mayor respuesta
metabolica al tejido, ocasionando en este caso que las muestras mayormente dafiadas tanto
quimica como mecanicamente sufrieran un mayor ablandamiento. Watada, Abe y Yamauchi,

(1990) citado por Ben-Hur y col., (2003) mencionan que cuando los tejidos vegetales son

69



lesionados ocurre aumento en la velocidad de produccién de etileno. Este etileno acelera el
deterioro y la senescencia de tejidos vegetales, lo que promueve modificaciones en la textura

de productos minimamente procesados.

Garcia-Velasco, (1997) aplicd \tratamientos hidrotérmicos (46° C durante 30 minutos)
en guayabas intactas, identificando un retraso en la pérdida de firmeza de los frutos tratados
respecto al grupo control aunque estos se igualaron después de cinco dias de almacenamiento.
Los mayores valores de resistencia a la penetracién observados en las muestras en mitades
tratadas con el pelado quimico parecen coincidir con los datos aportados por esa autora no
obstante no se explica el porque los frutos enteros mostraron valores notablemente menores.
Para el caso de los frutos no tratados con el pelado quimico en los que hubo una mayor
disminucién de la firmeza, se puede indicar que el estrés mecéanico increment6 el metabolismo
y acelerd los procesos de degradacién de la pared celular. Por otro lado y en un estudio de
conservacién de frutos intactos, Benito-Bautista, (2002) report6 resistencias a la penetracion
de 83+27 N en guayabas cv. ‘Media China’ en estado maduro (amarillo), que disminuy6 a 56
N durante el proceso de maduracién que contrastan notablemente con los valores menores

obtenidos en guayabas minimamente procesadas (2-13+1 N).
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Cuadro 12. Comparaciéon de medias de la resistencia a la penetracion (N) de frutos de guayaba
minimamente procesada peladas quimicamente almacenados a diferentes temperaturas.

Temgoeé;ltura Tipo de Guayaba Dial Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 9.54 ° 6.90 *° 9.29 ° 1.48 °
Enteras 250 ° 1.09 *® 225 ® 1.14 °®
4 Mitades sin semilla 1128 *° 422 °® 3.92 9.56 °
Enteras 1.81 *° 1.16 *® 1.98 °® 226
10 Mitades sin semilla 670 ° 3.11 °® 228 ®
Mitades sin semilla 2.04 *° 500 *® 3.12 ®
15 Enteras 493 * 483 @
Mitades con semilla 185 ° 1.12 ¢
Temperatura NS NS NS *
Tipo de guayaba *x *¥ * NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS * NS NS
D.M.S. Tukey a <0.05 12.52 5.82 7.16 7.60

* ¥k y k¥ gionificativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Cuadro 13. Comparacién de medias de la resistencia a la penetracién (N) de frutos de guayaba
minimamente procesada sin pelar. Almacenados a diferentes temperaturas.

Tem‘(’fé;‘t“ra Tipo de Guayaba Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 322 ° 6.48 * 277 °® 415 °
Mitades con semilla 670 * 511 @ 626 < 670 *®
Control 1263 ° 743 538 * 539 ®
4 Mitades sin semilla 692 413 ® 371 ® 333 °
Mitades con semilla 6.82 © 578 708 < 441 ®
Control 6.01 ° 840 ° 8.58 ¢ 3.65 °
10 Mitades sin semilla 474 *° 295 °® 3.26 * 392 °
Mitades con semilla 457 ° 511 7.19 429
Control 8.03 ™ 778 ® 528 b 473 ®
Temperatura NS NS *E **
Tipo de guayaba ** *x *Ak *
Temperatura * Tipo de Guayaba * NS * NS
D.M.S. Tukey a £0.05 6.24 5.02 2.48 243

* *% y kkx gionificativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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5.1.5. CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO

La guayaba es una fruta con alto contenido de acido ascérbico, por ello es importante
determinar los cambios en esta vitamina cuando es procesada. Las Figura 22a y 22b muestran
los cambios de esta vitamina en las muestras peladas quimicamente como sin pelar

respectivamente.

El contenido de acido ascérbico en los frutos de guayaba pelados quimicamente, varié
de 55 a 240 mg por 100g de tejido a lo largo del almacenamiento; valores que estan
notablemente por debajo de lo sefialado por Padilla y col., (2003) quienes reportaron
contenidos de 217 a 485 mg por 100g de tejido en 24 selecciones de guayaba, de los
reportados por Benito-Bautista, (2002) de 398 mg por 100g de muestra en guayabas ‘Media
China’ maduras y de los sefialados por Gonzélez-Gaona y col., (2002) de 350 a 400 mg de
acido ascérbico. Esto muestra que el pelado quimico y el dafio mecanico afectaron
negativamente el contenido nutricio de estos frutos. En el Cuadro 14, también se aprecia que

esta disminucidn se acentué a medida que transcurrié el tiempo de almacenamiento.

El analisis estadistico de los contenidos de 4cido ascérbico de los frutos minimamente
procesados pelados quimicamente solamente indicé diferencia estadisticamente significativa
para el factor temperatura en el primer dia (Cuadro 14) y ya no lo fue en los siguientes dias de
muestreo. Tanto el tipo de muestra como la interaccién tipo de muestra-temperatura no fueron
significativamente significativos. En la Figura 22a, se observa que las muestras enteras tienen
cierta tendencia a presentar valores de acido ascérbico mayores en comparacién con las

muestras de guayabas en mitades sin semilla.

En la Figura 22b, muestra los cambios de esta vitamina en los frutos de guayaba sin
pelar. El contenido de 4cido ascérbi(\:o fue mayor respecto de los frutos pelados quimicamente
y varié de 258 a 487 mg por 100g de tejido los cuales son similares a lo reportado por Padilla
y col., (2003), Benito-Bautista, (2002), Gonzalez-Gaona y col., (2002) y Regalado-Contreras,
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(1999). Lo anterior indica que este tipo de presentacién es la mejor opci6n para guayaba

minimamente procesada.

El analisis estadistico de este tipo de muestras de guayaba minimamente procesadas sin
pelar (Cuadro 15) no mostré diferencias estadisticamente significativas tanto del factor
temperatura como tipo de presentacién y solo la interaccién entre ambos factores para el tercer
dia de almacenamiento y del factor temperatura para el sexto dia de almacenamiento; no

obstante, estas diferencias no son importantes desde el punto de vista practico.

Ben-Hur y col., (2003) indicaron valores de 4cido ascérbico de (377.13 mg Kg'l y
153.18 mg Kg'') para guayabas minimamente procesadas de la variedad ‘Paluma’ y ‘Pedro
Sato’ respectivamente (peladas manualmente, sin semilla y almacenadas 10 dias a 3°C) y
también observaron una pérdida del contenido de 4cido ascérbico durante el almacenamiento

lo cual coincide con lo reportado en el presente trabajo.
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Cuadro 14. Comparacién de medias del contenido de Acido Ascoérbico (mg de 4cido

ascorbico por 100g de muestra) de frutos de guayaba minimamente procesada
pelados quimicamente, almacenados a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dial Dia3 Dia 6
0 Mitades sin semilla 221.36 ° 12943 °? 9193 ?
‘ Enteras 24193 ° 119.76 * 84.70 °
4 Mitades sin semilla 135.50 138.70 * 95.96 *
Enteras 9596 * 172.56 °* 76.60 °
10 Mitades sin semilla 95.16 * 75.80 ° 12340 °*
Enteras 99.20 * 149.16 °* 55.63 °
15 Mitades sin semilla 102.43 * 98.40 °*
Enteras 166.93 * 1589 °
Temperatura *k* NS NS
Tipo de guayaba NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS
D.M.S. Tukey a < 0.05 113.93 176.87 98.26

¥ ** y ®%x significativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.

Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.

Cuadro 15. Comparacién de medias del contenido de Acido Ascérbico (mg de ac. Ascorbico

por 100g de muestra) de frutos de guayaba minimamente procesada sin pelar,
almacenados a diferentes temperaturas.

Tem;(;oe é;ltura Tipo de Guayaba Dial Dia3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 322.58 ° 469.75 288.30 *  284.27
Mitades con semilla 296.37 ° 286.29 328.63 *  340.72
Control 28427 ° 310.48 370.96 *  366.93
4 Mitades sin semilla 346.77 ° 393.14 366.93 *  405.24
Mitades con semilla 30242 ° 375.00 41330 °*® 322.58
Control 264.11 ° 280.24 487.90 *  451.61
10 Mitades sin semilla 258.06 ° 270.16 360.88 ? 403.22
Mitades con semilla 28427 ° 350.80 377.01 *  348.79
Control 34677 ° 427.42 37096 *  352.82
Temperatura NS NS * NS
Tipo de guayaba NS NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS * NS NS
D.M.S. Tukey a <0.05 150.92 272.01 205.71 261.43

* *% y *%* significativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.

Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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5.1.6. CONTENIDO DE AZUCARES

La Figura 23a muestra los cambios del contenido de aziicares en los frutos procesados
con pelado quimico en sus distintas presentaciones almacenados a distintas temperaturas; en
tanto que en el Cuadro 16 se muestra el analisis estadistico general del efecto de esos factores
y de sus interacciones. Tanto la temperatura como la interaccion temperatura-tipo de
presentacién no mostraron diferencias estadisticamente significativas para cada uno de los dias
de almacenamiento considerados; mientras que el tipo de muestra solo fue significativo a los
tres dias de almacenamiento donde los frutos enteros y almacenados a 0°C fueron los que
mostraron mayor contenido de azuicares; no obstante antes y después de este dia el efecto no
fue significativo. De acuerdo con la Figura 23a se puede notar una tendencia a disminuir el
contenido de azicares en las muestras en mitades, en tanto que los frutos enteros hubo una
tendencia contraria al menos en los primeros tres dias de almacenamiento. Una posible
explicacién a este comportamiento pudiera fundarse en que la tasa de respiracién de las
muestras en mitades y sin semillas se incrementé notablemente lo cual pudo consumir
fuertemente los azucares disponibles en tanto que en los frutos enteros aunque tuvieron el
estrés térmico, no se afiadié el estrés mecénico y aquel probablemente indujo una mayor

conversion de almidones en azticares.

En la Figura 23b se muestra el contenido de aziicares para los frutos minimamente
procesados sin pelar tanto partidos como enteros (controles) almacenados a las temperaturas
de estudio; asi mismo el Cuadro 17 muestra el mismo analisis estadistico aplicado
anteriormente. Al igual que en el caso anterior, en cada uno de los dias analizados no se
observé un efecto estadisticamente significativo de la temperatura, el tipo de muestra o de la
interaccion temperatura-tipo de muestra. No obstante, se puede apreciar en la Figura 23b que
las guayabas partidas con y sin semilla mostraron valores mayores de contenido de azicares
respecto de sus controles. Este comportamiento puede ser explicado en funcién de la alta
actividad metabdlica que presentan estos frutos al procesado minimo y que genera un proceso
de hidrélisis de almidones. La comparacién de este comportamiento y de los contenidos de
azucares parecen mostrar que el estrés mecanico acelera el metabolismo y provoca la

hidrdlisis de almidones pero si previamente se da un estrés térmico la alteracion metabdlica es
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tan alta que provoca una disminucién de los azicares dentro de los tejidos tratados; Sin
embargo, también debe de tomarse en cuenta que el proceso de lavado después del tratamiento

seguramente lixivié nutrientes del los tejidos del fruto.

Dentro de los cambios arriba sefialados, el contenido de azicares varié de-4 a9 g de
azicar por 100g de tejido. Los cuales salen del rango que otros trabajos han indicado como el
reportado por Garcia-Velasco, (1997) que indic6 un intervalo de 3.8 2 5.5 g por 100 g de tejido
mientras que Gonzalez-Gaona y col., (2002). reportan valores de 8.85g por 100 g de porcidén
comestible de guayaba aunque no indicaron las condiciones del fruto al momento de su

analisis.
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Cuadro 16. Comparacién de medias del contenido de azicares (g de azicar por 100g de
muestra) de frutos de guayaba minimamente procesada peladas quimicamente,
almacenados a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dial Dia3 Dia 6
0 Mitades sin semilla 6.08 * 460 °*° 517 ¢
Enteras 591 2 7.73 *® 550 °®
4 Mitades sin semilla 574 *° 560 *® 460 *°
Enteras 573 * 6.05 *® 7.13 2
10 Mitades sin semilla 6.76 ° 488 ° 572 °®
Enteras 851 @ 574 * 6.67 *®
15 Mitades sin semilla 729 * 4.06 *°
Enteras , 570 *® 984 *
Temperatura NS NS NS
Tipo de guayaba NS * NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS
D.M.S. Tukey a < 0.05 35 6.7 6.3

* *¥ y **xgignificativo con P<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey o < 0.05.

Cuadro 17. Comparacién de medias del contenido de azicares (g de azicar por 100g de
muestra) de frutos de guayaba minimamente procesada sin pelar almacenados a
diferentes temperaturas.

Temperatura

°C) Tipo de Guayaba Dial Dia3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 7.14 ° 548 *® 8.85 *° 7.54
Mitades con semilla 490 ° 6.46 ° 638 *® 4.54

Control 447 ° 5.09 *® 531 @ 6.44

4 Mitades sin semilla 436 ° 6.95 ° 733 @ 6.27
Mitades con semilla 556 ° 527 *® 623 *® 6.25

Control 392 ° 671 *® 742 *® 4.51

10 Mitades sin semilla 580 ° 8.74 *® 7.58 *® 5.06
Mitades con semilla 519 ° 7.61 *® 6.89 * 6.17

Control 401 ° 741 *® 6.01 *° 5.45
Temperatura NS NS NS NS

Tipo de guayaba NS NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS *
D.M.S. Tukey 0 <0.05 3.7 5.3 4.6 3.2

* Ry ¥¥* significativo con P< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente; NS no significativo.
Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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5.1.7. CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

En las Figura 24a y 24b se muestran los cambios en el contenido de solidos solubles
totales en las distintas presentaciones de los frutos minimamente procesados tanto pelados
quimicamente o no, respectivamente. La simple observacién de estas figuras indica que los
frutos sometidos al tratamiento térmico alcalino mostraron menores contenidos de sélidos
solubles respecto de los que mostraron aquellos frutos que no fueron preparados por este
procedimiento. Es importante sefialar que los frutos sometidos al tratamiento de pelado

alcalino también fueron sometidos a un lavado con lo que se lixiviaron estos componentes.

En los Cuadro 18 y 19 se muestran los andlisis estadisticos para observar el efecto de la
temperatura, el tipo de muestra y la interaccién de ambos factores durante los diferentes
periodos de almacenamiento de los dos conjuntos de frutos minimamente procesados. Los dias
1 y 3 no se encontraron diferencias estadisticas significativas para cada uno de los factores y
de sus respectivas interacciones. A los seis dias de almacenamiento, en los frutos pelados
quimicamente se encontré un efecto estadisticamente significativo de la temperatura;
identificandose que las muestras enteras almacenadas a 10° C mostraron el mayor valor de
solidos solubles (9.8°Brix) mientras que las mitades sin semillas almacenadas a 0° C
mostraron el valor mas bajo (7.4°Brix); para ese mismo periodo y en el caso de los frutos no
tratados con pelado quimico el tipo de muestra fue estadisticamente significativo siendo las
mitades sin semillas las que mostraron los valores mas altos (13.7 a 14.9°Brix) que también
fueron maés altos que los frutos pelados quimicamente (7.4 a 8.5°Brix). En el dia 8§ en los
frutos sin pelado quimico se identificé un efecto altamente significativo de la temperatura y de
la interaccion temperatura-tipo de muestra observandose que las muestras en mitades sin
semilla y control almacenadas a 0° C tuvieron los valores mas altos (12.7 a 14.5°Brix)

mientras que los controles almacenados a 4° C tuvieron los valores mas bajos (9.4°Brix).
Los datos anteriores parecen indicar también que el procesado minimo sin pelado

quimico parece ser una mejor opcién, ya que mantiene altos los contenidos de so6lidos solubles

y permite una vida de anaquel mayor (8 dias).
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Cuadro 18. Comparacién de medias del contenido de sélidos solubles totales (°Brix) de
frutos de guayaba minimamente procesada pelada quimicamente y almacenados

a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Tipo de Guayaba Dial Dia3 Dia 6
0 Mitades sin semilla 946 °* 790 * 740 °*
Enteras 8.30 ° 8.96 *° 8.00
4 Mitades sin semilla 8.63 * 8.00 ° 8.50 *
Enteras 7.80 °* 8.40 ° 8.23
10 Mitades sin semilla 7.60 * 7.50 *® 8.26 *
Enteras 9.13 °® 7.40 °® 9.76 °
15 Mitades sin semilla 8.83 * 853 °*
Enteras 8.00 *? 933 @
Temperatura NS NS *
Tipo de guayaba NS NS NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS
D.M.S. Tukey a < 0.05 2.5 3.0 1.8

*significativo con P< 0.05; NS no significativo. Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por

Tukey a £ 0.05.

Cuadro 19. Comparacién de medias del contenido de sélidos solubles totales (°Brix) de
frutos de guayaba minimamente procesada sin pelar. Almacenadas a diferentes

temperaturas.
Tem?o‘*é;‘t“’a Tipo de Guayaba Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
0 Mitades sin semilla 12.400 ° 13.933 ° 14.333 14.466 °
Mitades con semilla 12.566 *° 12900 *  13.133 12.700
Control 12.466 ° 11.700 *®*  11.166 13.433 °
4 Mitades sin semilla 11.633 *° 11.100 ° 13.700 12.600 =
Mitades con semilla 11.766 *° 12233 *  13.300 13.466 °
Control 10.000 ° 12366 ®  13.033 9.400 *
10 Mitades sin semilla 11.833 ° 11.533 *®  13.933 12266 *®
Mitades con semilla 11.166 ° 11.966 ®  11.200 11.766 *®
Control 10.500 ° 11.800 ®  11.866 12.866 °
Temperatura NS NS NS *
Tipo de guayaba NS NS * NS
Temperatura * Tipo de Guayaba NS NS NS *x
D.M.S. Tukey a <0.05 4.5 2.7 4.2 3.4

* y ** significativo con P< 0.05 y 0.01respectivamente; NS no significativo.

Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa por Tukey a < 0.05.
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La falta de informaci6n respecto de guayaba minimamente procesada hace dificil hacer
comparaciones; no obstante una de las condiciones que se tiene en mente dentro de los
productos minimamente procesados es tratar de que la calidad y composicién de los productos
sea lo mas parecido a los productos intactos. Los valores de los frutos con pelado quimico
(9.4° a 14.4° Brix) en términos generales se encuentran por debajo del rango mencionado por
Benito-Bautista, (2002) quien reporta contenidos de 14.0+3.0° Brix para guayabas intactas de
la variedad ‘Media China’ en madurez de consumo; y de los indicados por Padilla y col.,
(2003) quienes reportan un rango superior a 12° Brix para 24 selecciones de guayaba; por su
parte Murkhejee y Dutta, (1967) y Teaotia y col., (1970) citado por Mercado-Silva, y col.,
(1998) recomiendan que el conten.ido de so6lidos solubles totales debe estar en un rango entre

13 a 14 en guayabas maduras.

Cabe sefialar que nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Ben-Hur y col.,
(2003) quienes encontraron que el contenido de sélidos solubles en guayaba minimamente
procesada de la variedad ‘Pedro Sato’ (pelada manualmente y sin pulpa) almacenada a 3°C por

10 dias se mantuvo estable a lo largo del periodo de almacenamiento (7.55°Brix).
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5.1.8. EVALUACION SENSORIAL

Una de las ventajas de la evaluacion sensorial, es que permite estimar la aceptabilidad
de un producto con marca diferente respecto de otros existentes o evaluar el impacto de un
producto nuevo en las preferencias de los posibles consumidores. No obstante, tanto las
caracteristicas de las muestras a evaluar asi como de las muestras de referencia contra las que
se que desee comparar los productos son aspectos sumamente importantes para poder sacar
conclusiones utiles del andlisis aplicado. Para el caso de guayaba minimamente procesada,
obtenida por pelado quimico y dado que no hay el producto en forma comercial, se decidi6
comparar las muestras almacenadas con otras recién procesadas (RP) en el supuesto que en
esta condicién las caracteristicas (aunque disminﬁidas por el proceso) estarian en una
condicién mayor que las muestras almacenadas . Como se indic6 en la seccion de métodos, las
estimaciones asignadas conforme a una escala heddnica preestablecida permitieron indicar un

valor de 6 como limite para la aceptabilidad de los productos.

Las Figura 25, 26, 27 y 28 muestran las evaluaciones de color y aroma; sabor y textura;
apariencia y granulosidad asi como aceptabilidad general respectivamente. De forma general,
las muestras que fueron recién preparadas tuvieron una calificacion aceptable que super6 a las
muestras almacenadas .por 8 o 10 dias de almacenamiento; indicandose con esto que el pelado
quimico y su posterior almacenamiento a diferentes temperaturas afectaron drasticamente la
calidad sensorial de las muestras lo que corrobora que este procedimiento de pelado no es

adecuado para este tipo de producto.

Tratando de identificar algunos aspectos que ocurrieron en el procesado minimo por
pelado quimico; las muestras en mitades sin semilla almacenadas a 0 y 10°C tuvieron
calificaciones aceptables y las muestras enteras fueron las que obtuvieron las puntuaciones
mas bajas (Figura 25b). La razén por la que este procesado minimo afecté negativamente el
aroma de la guayaba puede deberse al efecto de lixiviacion de compuestos‘durante el lavado o
a la inactivacion metabolica que afecté la produccion de etileno, lo que provocd que los
procesos de generacion de aromas se inhibieran dando como resultado una baja calidad

sensorial en este parametro.
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Figura 25. Evaluacién sensorial de color (a) y de aroma (b) de frutos de guayaba sometidos a
pelado quimico y almacenadas a 0° y 10°C comparadas con guayabas
minimamente procesadas peladas quimicamente el dia de la evaluacidn sensorial
(RP = Recién procesadas).
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Figura 26. Evaluacién sensorial de sabor (a) y de textura (b) de los frutos de guayabas
minimamente procesadas peladas quimicamente, almacenados a 0° y 10° C
comparadas con frutos minimamente procesados el dia de la evaluacién sensorial
(RP = Recién peladas).
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El sabor de las muestras recién procesadas (RP) solo obtuvieron calificaciones de

agrado (Figura 26a), sefialandose que el pelado quimico le dio un ligero sabor a cocido.

La textura evaluada como el grado de firmeza de las muestras; fue mayor en las
muestras enteras, y menor en las muestras en mitades sin semilla cuyo grosor no rebasaba 1cm
(Figura 26b) se supone que una estructura mas intacta mantiene de una mejor forma la firmeza
del tejido y que en aquellas muestras mas dafiadas mecanicamente tendrian una menor

resistencia.

Un parametro muy importante es la primera impresién del -consumidor ante un
producto alimenticio nuevo y la decisién de consumirlo o no, se basa en la apariencia del
mismo. En la Figura 27a se muestran los resultados de la evaluacién sensorial de la apariencia
de las guayabas minimamente procesadas peladas quimicamente, se puede observar que
solamente las muestras recién procesadas mostraron calificaciones aceptables y ninguna de las
muestras almacenadas alcanzo la aceptabilidad minima, esto se debié probablemente a la
pobre presentacién del producto ante los jueces, por lo que dichas calificaciones se podrian
mejorar si se presentara el producto en mayor cantidad o en combinacién con otros productos

como podria ser una ensalada de frutas.

Como era de esperarse las muestras de gnayaba minimamente procesadas peladas
quimicamente enteras, se presentaron calificaciones mayores en el parametro de granulosidad
debido al contenido de semillas y solo las muestras en mitades sin semilla almacenadas a 0° C
por 8 dias presentaron calificaciones apenas superiores a la indiferencia de dicho pardmetro
(Figura 27b), es deseable que las muestras presenten poca granulosidad debido a la sensacién
uniforme que se desea al paladear, de aqui que el mejor tratamiento en calificacién fue las
mitades sin semilla almacenadas a 10° C; ademas podemos observar que en muestras de

guayaba recién procesadas (RP) en mitades sin semilla también presentaron calificaciones de

menor granulosidad.

La evaluacién sensorial permitidé ademas determinar la aceptabilidad general del

producto de guayaba minimamente procesada pelada quimicamente. En la Figura 28 se
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observa que el producto recién procesado fue aceptado tanto en guayabas enteras como para
mitades sin semilla, ademas se observd que las guayabas a 10° C tanto enteras como en
mitades sin semilla fueron apenas aceptadas al octavo dia de almacenamiento, sin embargo,
las guayabas minimamente procesadas en mitades sin semilla al octavo dia de almacenamiento
presentaron calificaciones apenas superiores a la indiferencia, lo que se contradice un poco
con los pafémetros sensoriales de color, aroma, sabor, textura y granulosidad, donde es
aceptable este tipo de productos. Consideramos que la pobre calificacién en la aceptabilidad
de los frutos de guayaba minimamente procesados pelados quimicamente en mitades sin
semilla se debid a que es un producto nuevo, y no se tiene referencia de comparacion, al no
‘estar acostumbrado a observarlo y compararlo, o simplemente el rechazo pudo ser debido a la
’perdida de humedad del fruto, ya que en la observaciones de las encuestas a los jueces, se
menciond que el producto se encontraba un poco reseco, mismo que se debié al

almacenamiento.

En general los pardmetros de la evaluacidn sensorial presentaron mayor aceptacion a
los ocho dias de almacenamiento y menores calificaciones después de diez dias de
almacenamiento tanto a 0° C como a 10° C para los frutos en mitades sin semilla. Cabe sefialar
que la textura de los frutos mostré mayor dureza con el almacenamiento debido a la pérdida de

humedad del fruto.

Con otros objetivos Mercado-Silva y col.,, 2003 determinaron el efecto de la
temperatura de conservacion de frutos de guayaba en estado de madurez cambiante (verde
amarillento), almacenandolos a 20+3° C y 65% HR y a 4 y 10° C a 85-90% HR haciendo
transferencias cada semana a temperatura ambiente por tres dias. El analisis estadistico de los

parametros de evaluacion sensorial mostré que el color, aspecto, aroma y sabor fueron

afectados por la temperatura, el tiempo de almacenamiento y la madurez del fruto, ademas la
baja temperatura evitd el desarrollo del color y de los atributos del aroma. Estos resultados
aunque no son de frutos minimamente procesados permiten ver que también los resultados de
la evaluacién sensorial de los pardmetros de color, aroma, sabor, textura, apariencia y

aceptabilidad se vieron afectados con la temperatura de almacenamiento.
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Algunos datos de interés son que hoy en dia el mercado para consumo en fresco y para
la industria prefiere frutos con excelentes cualidades sensoriales, con alto porcentaje de pulpa,
bajo contenido de semillas y tamafios grandes (Padilla y col., 2003); que la temperatura
recomendada para almacenar productos minimamente procesados es 0° C, con ello se ayuda a
mantener la calidad, textura, baja inciden.cia de microorganismos y por lo tanto se alarga la
vida de anaquel del producto, sin embargo muchos de ellos son transportados a 5 y hasta 10° C
(Watada y col., 1996 citado por Ramirez, 2000); por su parte Aquino-Bolafios, (1998) indico
que a menor temperatura existi6 una menor pérdida de calidad en jicama minimamente
procesada. Ademas entre los consumidores la apariencia es uno de los factores mas
importantes para la adquisicién de un determinado producto vegetal en los supermercados
(Ben Hur & Durian, 2001). Por lo que de los resultados de la evaluacién sensorial el

tratamiento con mas posibilidades de comercializacién serian las mitades sin semilla.
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52. ESTUDIO DE LA MADURACION Y EXPRESION DE RECEPTORES DE
ETILENO EN GUAYABA.

5.2.1. TASA DE RESPIRACION

La tasa de respiracion (mL de CO; Kg* hr'') a temperatura ambiente (20£3° C), de los
diferentes estados de madurez indicé un pico climatérico entre los estados séptimo y décimo
(Figura 29), ubicindose el valor méximo en el noveno estado de madurez. Los valores de la
tasa de respiracién obtenidos para el pico climatérico fueron de entre 59 y 95 mL de CO Kg'
hr! mismos que fueron similares :a los reportado por Akamine y Goo, (1979) quienes
sefialaron picos climatéricos de entré 50 y 70 mL Kg' hr' para frutos de guayaba del cultivar
Psidium especie Eugenia, mientras que Benito-Bautista, (2002) sefiald valores de entre 85 y
125 mg Kg' hr'! para frutos de guayaba cosechados en el periodo de otofio-inviemo y

almacenados a temperatura ambiente.

Con estos resultados se puede afirmar que la guayaba (Psidium guajava L.) cv ‘Media
China’ presenta un patrén de respiracion climatérico. Lo que esta de acuerdo con lo reportado
por Mercado-Silva, Benito-Bautista y Garcia-Velasco, (1998) autores que también indicaron
que el crecimiento de los frutos de guayaba muestra una curva doble sigmoide con 3 estados
caracteristicos de madurez. En el estado I hay un rapido incremento del didmetro y peso del
fruto; el estado II se caracteriza por pequefios cambio en el didmetro y peso, y en el estado III
el fruto alcanza su tamaiio final, -es justamente en esta ultima etapa donde los principales

cambios fisiolégicos del fruto (de interés en poscosecha) pueden ocurrir.
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Figura 33. Verificacién de integridad de la molécula de ARN total de mesocarpio de guayaba
en gel de agarosa al 1% de 10 diferentes estados de madurez. Se analizd 1 pL de
ARN a una concentracién de 2.0 pg/uL. Los numeros indican los diferentes
estados de madurez donde 1 es verde y 10 es maduro.

5.2.5. TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR)

Una vez extraido el ARN se prosigui6 a realizar la Transcripcién Reversa (RT) como
se indico en la seccién 4.3.9.1 de métodos para obtener el cADN. Con el fin de obtener una
buena amplificacién en PCR inicialmente se realizdé un gradiente de temperatura de
hibridacién de 45° a 55° C (el cADN se desnaturaliz6 a 94.0° C por 2 min; 40 ciclos de 1 min

a 94° C, 1 min a Temperatura de hibridacién y 1.5 min a 72° C, después 10 min mas a 72° Cy

se bajé la temperatura a 4° C) con el objeto de seleccionar la mejor temperatura de hibridacién
de los primers, la cual serfa la que presentara la mejor sefial en la electroforesis en gel de
agarosa, los controles positivo y negativo se colocaron a la misma temperatura de hibridacién
(55° C) en el Termociclador para la amplificacion en PCR. La Figura 34 muestra la fotografia
del gel de agarosa al 1% para el gradiente de temperatura, de ahi se observa que el carril 12
(control positivo) dio una buena sefial, no obstante en el control negativo y en las en las

muestras de ARN de guayaba no se observé amplificacién por PCR, el experimento fue
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repetido varias veces obteniendo los mismos resultados, por lo que se decidié tomar como
temperatura de hibridacién la de 50° C reportada por Sato-Nara y col. (1999), quien utiliz6
esta temperatura de hibridacion para la amplificacién en PCR de melon para los primers
(mismos que nosotros utilizamos) derivados de la secuencia de Arabidopsis y Tomate
(Licopersicon esculentum). Las secuencias de los primers (Sato-Nara y col., 1999)
degenerados fueron las siguientes:

#Primers 1: 5’ CCGGAATTCGCAGTTTGGWGCYTTTAT 3’

*Primers 2: 5’ CGCGGATCCCATCTTCNARYCTAGAAA 3’

Carril ‘ 1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11 12 13
Marcad

Temperatura °C ‘45.0 459 482 494 506 518 da’fM“ 529 540 547 550 + -
[+

Figura 34. Gradiente de Temperatura en PCR de ' ARN de guayaba.
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5.2.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Una vez elegida la temperatura de hibridacién (50° C) en base a lo reportado por Sato-
Nara y col., (1999) como se indicé en la seccion anterior, se realizé la amplificacién por PCR
(seccién 4.3.9.4 de métodos). La Figura 35 muestra la electroforesis del gel de agarosa al 1%
del RT-PCR de ARN de muestras de guayaba en 10 diferentes estados de madurez, en la que
se aprecia solamente una banda del control positivo (Figura 36) que present6é amplificacion de
un fragmento de aproximadamente 1375bp, mientras que ninguno de los ARN de guayaba en
los diferentes estados de madurez ni el control negativo presentaron amplificacion. Cabe
sefialar que se hicieron varias corridas de RT-PCR para tratar de amplificar el gen receptor de
etileno en guayaba, pero no fue posible identificarlo. En la Figura 37 se muestra otro resultado
con amplificacién negativa, cuya temperatura de hibridacién (55° C) fue la unica que se

cambio durante la amplificacién (PCR).

Mientras que Sato-Nara y col., (1999) aislaron dos ADNc de melén homoélogos al gen
receptor de etileno de 4rabidopsis (ETR1 y ERS1), por medio de RT-PCR usando primers
derivados de la secuencia de nucledtidos del gen receptor de etileno para Arabidopsis y tomate
(Lycopersicon esculentum), amplificaron fragmentos de ADNc de 1 Kb de longitud los cuales
fueron 72% y 73% idénticos a las secuencia de los genes ETR1 y el ERS1 de Arabidopsis, lo
que indicd que estos fragmentos amplificados son un fragmento parcial de un ETR1/ERSI
homologo. Por su parte Nakatsuka, y col., (1998) extrajeron ARN y aplicaron RT-PCR para
amplificar la secuencia utilizando primer degenerados (obtenidos de la secuencia de
nucledtidos del gen receptor de etileno Nr). Estos autores mencionan que la abundancia del
ARNm en frutos de tomate en estado preclimatérico (frutos inmaduros y verde maduro) es
muy baja e incrementa repentinamente en el estado rompiente (primer aparicién del color
rosa) y se mantiene una fuerte sefial durante la maduracidn, mismo que esta asociado con el
incremento en la produccion de etileno, lo que indica que el ARNm de Nr en frutos de tomate
es posiblemente regulado por el etileno. Estos dos autores con sus colaboradores lograron
aislar fragmentos del gen receptor de etileno en melén yl tomate respectivamente por medio de

RT-PCR, por lo que creemos posible que en posteriores investigaciones y probando diferentes
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condiciones para la técnica u otras técnicas, se pueda obtener una respuesta positiva para el

receptor de etileno en guayaba.

i
i
&

Figura 35. RT-PCR de ARN de guayaba de 10 diferentes estados de madurez (donde 1 es
verde y 10 es amarillo maduro, serie B) utilizando 50° C como temperatura de
hibridacién para la amplificacion.

Gutiérrez-Martinez, (2001) realizé experimentos para identificar el gen receptor de
etileno en mango (Mi-ETR) en diferentes estados de madurez indicando que es dificil explicar
por que el Mi-ETR es indetectable en madurez fisiologica. Por lo que propone dos
posibilidades: 1.- Los bajos niveles del receptor son suficientes para que tejido sea capaz de
madurar, o alternativamente 2.- Un miembro diferente de la familia de receptores de etileno en
frutos de rriango, pudiera ser responsable para la percepcién inicial del etileno y disparar la
maduracién en frutos en madurez fisiolégica (verde). Por su parte Payton, y col., (1996)
aislaron un gen receptor de etileno ETR1 homélogo que participa en la maduracion de tomate,
cuya expresion se examiné en pericarpio de fruto, pétalos de flores y zonas de abscision. Por
ensayos de Proteccién de Ribonucleasas mostré que el ARNm del tETR fue indetectable en
frutos inmaduros o en pre-senescencia de flores, incrementando abundantemente durante el

inicio de la maduracién y senescencia de las flores, mencionando que fue dificil de explicar el
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por qué el tETR es indetectable en estado verde maduro del fruto de tomate. A lo que dan dos
posibilidades: la primera que los niveles indetectables del receptor son suficientes para que el
tejido sea capaz de madurar y los niveles del receptor se eleven masivamente cuando la
produccién de etileno alcanza niveles del umbral, o la segunda que el ETR1 puede ser
responsable para iniciar la percepcién de etileno y activar la maduracién en frutos de tomate

en estado verde maduro.

Por lo que se propone que en guayaba pueda ocurrir algo similar es decir que los
niveles del receptor de etileno que fueron indetectables sean suficientes para madurar el tejido
lo cual podria formar parte de las razones por las cuales no fue posible identificar y amplificar
el gen receptor de etileno por medio de las condiciones utilizadas en la trascripcion reversa y

en la amplificaciéon (PCR).

El conocimiento del papel especifico que juega el etileno en la maduracién de guayaba
permitiria dar recomendaciones sobre el mejor manejo del fruto (Garcia Velasco, 1997). Por
lo que recomendamos seguir investigando acerca del papel que juega el etileno en la

maduracién de guayaba y su relacién con los receptores de etileno.
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Figura 36. Secuencia de amino4cidos del cADN del receptor de etileno de mango (REMI).
(Gutiérrez Martinez, 2001). Donado por el Dr. Miguel Angel Gémez Lim del
CINVESTAV-Irapuato para la realizacién de este trabajo.
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Figura 37. RT-PCR de ARN de guayaba de 5 diferentes estados de madurez (donde 1 es
verde y 9 es amarillo maduro) utilizando 55° C como temperatura de hibridacién

para la amplificacion.
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V1. CONCLUSIONES

El procesado minimo de guayaba con pelado quimico aumento drasticamente la tasa de
respiracién (457 mL CO, Kg!' h'a0°C), 3 a 10 veces mayor que la fruta sin tratamiento (50
mL CO, Kg™! h' a 20° C), siendo mayor la respuesta en los frutos en mitades y almacenados a
mayores temperaturas; inhibié la produccién de etileno, disminuy6 el color y aceleré su

deterioro.

La alta actividad metabélica que se disparo en el tejido, por efecto del pelado quimico,
afectd la produccién de etileno y este a su vez probablemente provocé que los procesos de
generacién de aromas se inhibieran, dando como resultado una baja calidad sensorial en el

producto.

Los frutos que no fueron pelados, mostraron una tasa de respiracién notablemente
menor (35-97 mL CO, Kg'hr! a 10° C), respecto a los frutos pelados quimicamente y
parecido a lo reportado para el fruto intacto (50 mL CO; Kg' h'a 20° C). La produccién de
etileno fue menos alterada respecto a los frutos pelados quimicamente y se mantuvieron mas

altos los contenidos de 4cido ascorbico, sélidos solubles y firmeza.

La temperatura de 0° C fue la que mantuvo mejor las propiedades de los productos

minimamente procesados.

Lo anterior indica que el procesado minimo sin pelar asi como la conservacién a
temperaturas bajas en las frutas parece ser el procedimiento mas adecuado y la mejor

alternativa para este producto.

Se comprobd por la tasa de respiracién, produccién de etileno e indice de matiz que la
guayaba presenta un comportamiento de fruto climatérico. Sin embargo NO fue posible
determinar la expresién de los receptores de etileno en guayaba por medio de RT-PCR, bajo

las condiciones estudiadas en este trabajo de investigacion.

105



El conocimiento del mecanismo de accidn especifico del etileno en la maduracion de
guayaba es importante porque permitiria dar recomendaciones sobre el mejor manejo
poscosecha del fruto; No obstante, es necesario continuar investigando para determinar el
procedimiento metodoldgico mas adecuado que permita cuantificar la expresion genética de

los receptores y con ello profundizar sobre su papel en la maduracién de este fruto.
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APENDICES
PREPARACION DE REACTIVOS
Buffer de extraccién: Para 50 mL se agrega 1 g de CTAB al 2%; 1 g de PVP 30 al 2%,

5 mL de TRIS 1M pH=8.0; 0.025 g de espermidina; 2.5 mL de EDTA 0.5 M pH=8.0; 20 mL

de Na Cl 5 My se afor6 con agua destilada, se mezcl6 con agitacion constante hasta disolver.

Buffer SSTE: Para 10 mL se mezclan 2000 pL de Na Cl 5M; 250 pL de SDS al 20%;
100 uL de Tris pH=8.0; 20 pL de EDTA 5M y 7630 pL de Agua DEPC.
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