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ABREVIATURAS

ACP: Anélisis de componentes principales.

APCI: Tonizacién quimica a presion atmosférica.

AT: Acidez titulable.

BHT: Butilhidroxitolueno.

CIE: Comision Internacional de [luminacion.

CIELAB: Sistema de color en el espacio L* a* b*.

DAD: Detector de arreglo de diodos

ESI: Electrospray.

FAB: Ionizacion de bombardeo con 4tomos rapidos

FAB-MS: Espectrometria de masas con interfase FAB

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia.

HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos.
HPLC-MS: Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas.
HPLC-APCI-MS: Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas con interfase APCI.

MS: Espectrometria de masas.

MeOH: Metanol

MTBE: Eter ter-butilmetilico.

RGB: Sistema de color RGB (Red, Green, Blue).

RMN: Resonancia magnética nuclear

SS: Sélidos solubles totales.

UV-Vis: Ultravioleta-visible.
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RESUMEN

Los pigmentos, carotenoides y clorofilas, presentes en la guayaba colombiana (Psidium
guajava L.), variedades Regional Roja, Regional Blanca y Palmira ICA-1, en tres estados
de madurez (inmaduro, pintéon y maduro), fueron obtenidos por extraccidon con acetona, y
posterior particion con éter de petroleo. Dichos extractos se analizaron por HPLC-DAD y
HPLC-APCI-MS para identificar cada uno de sus constituyentes. La cuantificacion de los
pigmentos totales se realizd por espectrofotometria UV-Vis y de los constituyentes
individuales por HPLC-DAD. La cuantificacioén de estos pigmentos fue realizada por curva

de calibracion externa.

Se observo que el contenido de carotenoides totales aumenta con la maduracién, mientras
que las clorofilas totales disminuyen. El pigmento mayoritario en las variedades Regional
Roja y Palmira ICA-1 fue el licopeno. Adicionalmente se lograron identificar otros
pigmentos como la luteina, en la variedad Regional Roja, y B-caroteno, en la variedad
Palmira ICA-1. En la guayaba Regional Blanca no se detectaron carotenoides bajo las
condiciones de este estudio. En cuanto a clorofilas, solo se detectd feofitina a en el estado

inmaduro de todas las variedades.

El color interior y exterior se midid por espectrorradiometria y analisis de imagen para
obtener los parametros CIELAB. El analisis de componentes principales (ACP) de las
medidas realizadas por espectrorradiometria, permitié confirmar que es posible distinguir el
color exterior de las variedades Regional Roja y Regional Blanca mediante los pardmetros
C*» v ha, ya que existen diferencias significativas. Esta observacion se confirmd por
analisis de imagen, pues los valores de la coordenada a* para la variedad Regional Roja
tienden a valores positivos (tonos rojizos), mientras que para la variedad Regional Blanca,
dicha coordenada se encuentra hacia valores negativos (tonos verdosos). Con estos

resultados se corrobord que es posible diferenciar exteriormente estas dos variedades por



medio de las medidas objetivas de color, lo cual es uno de los principales inconvenientes

para los productores.

Con la maduracion, las guayabas experimentaron cambios significativos en su color
exterior, ya que su intensidad cromadtica aument6 y el tono se desplazd hacia tonos mas
bajos, exhibiendo cambios de tonos verdes a rojizos para las variedades Regional Roja y
Palmira ICA-1, y de tonos verdes a amarillo-verdosos para el caso de la variedad Regional

Blanca.

No se encontraron diferencias significativas en los parametros del color interior de las
frutas, al comparar tres estados de madurez de las variedades de guayaba, ya que fue
similar a lo largo de dicho proceso. Por lo tanto es posible concluir que no existi6 evolucion

significativa del color interior en los tres estados de madurez considerados.



INTRODUCCION

El color de los alimentos es uno de los atributos mas importantes para su comercializacion,
ya que provoca la aceptacion o el rechazo del consumidor, muchas veces sin haber
evaluado previamente otras caracteristicas sensoriales y nutricionales. Asi, las medidas de
color en la industria de alimentos se realizan por evaluaciéon sensorial (visual) o
instrumental, esta ultima puede ser Illevada a cabo mediante colorimetros,

espectrofotometros o espectrorradiometros.

El color que exhiben las frutas se atribuye a la presencia de pigmentos como carotenoides,
antocianinas y clorofilas, entre otros, los cuales les confieren las tonalidades amarillas,
anaranjadas, rojizas, violetas o verdes caracteristicas. Los carotenoides son los pigmentos
naturales responsables de los colores amarillos, anaranjados y rojos en muchas frutas y
vegetales, tales como mango, naranja, tomate y zanahoria, entre otros'; aunque también
han sido encontrados en hongos, algas, bacterias, insectos, pajaros y crustaceos”. Estos
compuestos cumplen un papel importante en la calidad de las frutas y vegetales, ya que la
composicion cualitativa y cuantitativa de estos pigmentos esta relacionada con el estado de

madurez’, exhibiendo un contenido diferencial durante el proceso de maduracion.

La guayaba es una fruta, nativa de América tropical, que en la actualidad se ha distribuido
ampliamente en el mundo debido a su alto valor nutricional, ya que presenta un alto
contenido de pectina, fibra dietaria, carotenoides, lectinas, saponinas, taninos, fenoles,
triterpenos, flavonoides y vitaminas A y C (esta ultima se encuentra en mayor proporcion
que en la naranja). La forma del fruto depende de la variedad (redonda u ovalada), lo
mismo que el color de la pulpa y la céscara. En general, presenta un alto contenido de
semillas, alrededor de 100-500 por fruto®. Su aroma es intenso y agradable, el sabor dulce y

la acidez varia de un fruto a otro



En Colombia, la guayaba se encuentra en todo el territorio nacional, con un amplio nimero
de variedades, distribuidas en todos los climas. El consumo interno es principalmente en
fresco, y como materia prima para la elaboracién de jugos, néctares y bocadillo.
Comercialmente se agrupan en blancas y rojas, segun la coloracién que presenta la pulpa.
La region de la Hoya del rio Suédrez (Santander y Boyacd) es la zona donde la produccion
de guayaba es una de las actividades de mayor importancia en su economia, ya que es la
fuente de sostenimiento de alrededor de 9000 familias, con una produccién promedio de
100.000 toneladas por afio. También en los departamentos de Valle del Cauca, Boyaca,
Cundinamarca, Tolima, Huila, Antioquia, Cauca, y Atlantico la guayaba es una fruta
importante de la produccion agricola® . A pesar de sus bondades, el cultivo de guayaba en
la region de la Hoya del rio Suédrez no es tecnificado, donde el 95% de las hectareas
cultivadas se encuentran distribuidas en vias y potreros sin mayor cuidado y a merced del
ataque de plagas. Ademas, como es una fruta bastante perecedera, los consumidores
usualmente la sustituyen por otras frutas, de modo que su mercado es desorganizado e
incierto’. Este hecho ha propiciado que en época de alta produccion la guayaba no se

aproveche, desperdiciando este valioso fruto.

En la Hoya del rio Sudrez se encuentran mayoritariamente dos variedades denominadas,
Regional Roja y Regional Blanca. Sin embargo, actualmente existe un proyecto para
introducir en la regién 5.500 hectareas de la variedad mejorada, conocida como guayaba
pera o Palmira ICA-1, la cual tiene un menor contenido de semillas, presenta mayor

- . . 8
rendimiento y es mas resistente a plagas’.

Con el fin de fortalecer la cadena agroproductiva de la guayaba (reconocida actualmente
por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural), en el grupo de aditivos naturales de
aroma y color — GANAC de la Universidad Nacional de Colombia, se desarrolld6 un
proyecto que pretendia obtener productos alimenticios enriquecidos en el color y el aroma
de esta fruta, con un alto valor agregado y que contribuyan al desarrollo sostenible de esta
especie frutal. En el marco de este proyecto, los objetivos del presente trabajo fueron
separar e identificar los pigmentos naturales presentes en tres variedades de guayaba

recolectadas en la region de la Hoya del rio Sudrez, (Santander, Colombia), y establecer



relaciones con cada variedad y con el color exhibido por los frutos en diferentes estados de

maduracion.



1. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1.1. LA GUAYABA EN COLOMBIA.

Colombia posee 22 mil hectareas sembradas en guayaba, con una produccion promedio por
hectérea de 8 toneladas y un 6ptimo de 20 toneladas por hectarea’. Cerca de 7 mil de las
13.140 hectareas que se cultivan en el pais estdn en Santander y Boyacd, donde se
concentra el 54 por ciento de la produccidon nacional, seguida por Atlantico, Valle, Huila,
Tolima, Antioquia y Meta. Para el caso del Valle del Cauca, la mayoria de los cultivos son
tecnificados y la produccién se ha incrementado de una forma notoria'. Santander es el
mayor productor de guayaba en el pais y la mayor parte de la produccion se concentra en
los municipios de Vélez, Guavata, Puente Nacional, Jesus Maria, Albania, Barbosa,
Guepsa, San Benito, Chipata, Charal4d, Mogotes y Guadalupe. Esta fruta provee la materia
prima para el funcionamiento de 300 fabricas de bocadillo las cuales generan 3000 empleos
directos y 4000 indirectos, derivandose el sustento de aproximadamente 20.000 personas '
2. El consumo de guayaba es principalmente interno, sin embargo, durante el 2008
Colombia exportd 27.306 kilos de guayaba variedad Palmira ICA-1, principalmente a la

Unién Europeag.

La guayaba se denomina como "la fruta reina" por ser la mas completa en nutrientes:
vitaminas, proteinas, sales minerales y oligoelementos. Los contenidos de vitaminas A, B1
y B2, son altos, y el de vitamina C dos veces mayor que la naranja; los niveles de
aminodcidos esenciales como el triptéfano, lisina, y metionina, son muy altos y es rica en
taninos. Ademas de poseer propiedades de astringente intestinal, el consumo de la guayaba

como fruta fresca es cada vez mas recomendado por nutricionistas y dietistas.

La guayaba colombiana presenta un alto contenido de vitamina C, alrededor de 200 a 240

mg por 100 g de parte comestible de la fruta, para la guayaba blanca y rosada, y 74 mg para



la guayaba Palmira ICA-1, seglin lo reporta el Instituto Colombiano de Bienestar familiar

en su tabla de composicion de alimentos colombianos (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla de composicion de la guayaba colombiana®’.

Parte Contenido en 100 gramos de parte comestible
Variedad comestible = Proteinas Lipidos Carbohidratos Vit. C = Vit. A
(%) (2) (2) totales (g) (mg) (ER)
Guayaba 75 0,90 0,10 12,70 240 0
blanca
Guayaba
75 0,90 0,10 13,00 200 40
rosada madura
Guayaba
Palmira ICA-1 - 0,90 0,10 4,50 74 63

- no reportado

En Colombia se encuentran diferentes variedades de guayaba, nativas, mejoradas o

introducidas de otros paises, (por ejemplo Brasil), las cuales presentan diferencias en el

color de la pulpa que puede ser blanca, amarillenta, rosada o roja, ademas se diferencian

también en su tamafio, peso y forma. Entre las variedades conocidas en la region de la Hoya
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del rio Sudrez se encuentran (Figura 1) ™:

Regional Roja: Sembrada tradicionalmente en la provincia de Vélez y Barbosa,
principalmente. El fruto es redondo, con un peso de 50 a 116 gramos. Su pulpa es
rosada, con un alto contenido de semillas. Su aroma es bastante intenso.

Regional Blanca: La forma del fruto es redonda, similar a la de la variedad Regional
Roja, la pulpa de color blanco.

Palmira ICA-1: También es llamada "Indian Pink" o ‘“guayaba pera”, es una
variedad modificada en el Centro de Investigaciones de Palmira, ICA. Es la guayaba
mas consumida en Colombia como fruta fresca. La fruta tiene forma de pera, con un
peso aproximado de 60 a 120 g. La céascara es verde, suave y delgada, la pulpa es
cremosa, de color rosado intenso. El sabor es dulce debido al alto contenido de
azucares, su contenido de semillas es bajo aproximadamente del 2,2 % del peso

total del fruto, lo cual incrementa su rendimiento.



- Guavata Victoria: Variedad producida en el municipio de Guavatd. Es de forma

ovalada, con un peso aproximado de 155 gramos. La pulpa de color blanca, de sabor

’ ) |
- H - -/.
. ;

Regional Roja Regional Blanca

dulce.

~

Palmira ICA-1 Guavatd

Figura 1. Principales variedades de guayaba colombiana.

El aroma de la guayaba colombiana variedad Regional Roja fue estudiada por Steinhaus et
al.'" ', quienes catalogaron el aroma de la guayaba Regional Roja como intenso y
agradable, y lo detectaron como notas olfativas grasosa, “grapefruit”, frutal, fresco,
metélico, dulce — caramelo y floral, debido principalmente a la presencia de compuestos
azufrados. En estos trabajos lograron identificar 13 compuestos volatiles responsables del
aroma de la guayaba, (“odor-active compounds”), dentro de los cuales, los de mayor
relevancia en el aroma de variedad Regional Roja, (“aroma key-compounds™), fueron: (Z£)-
3-hexenal (verde, grasosa), 3-sulfanil-1-hexanol (“grapefruit”), 4-hidroxi-2,5-dimetil-
3(2H)-furanona (caramelo, dulce), acetato de 3-sulfanilhexilo (“black currant”), hexanal
(verde, grasoso), butanoato de etilo (frutal), acetato de cinnamilo (floral) y metional (papa
cocinada). Ademas, los autores identificaron por primera vez la presencia de una mezcla de
isomeros del 2-hidroxi-3-metil pentanoato de metilo como compuestos volatiles del aroma

de esta fruta.



Posteriormente, Sinuco et al.'’, estudiaron el cambio de los compuestos activos
olfativamente durante la maduracion en dos variedades de guayaba colombiana, Regional
Roja y Regional Blanca. Ellos encontraron que para las dos variedades, las cantidades de
los aldehidos-Cs y de los compuestos azufrados disminuyeron, mientras que las
concentraciones de los ésteres alifaticos y de los compuestos furanoicos aument6 con la
maduracion. Sin embargo, a pesar que la concentracion de los aldehidos-Cs y los
compuestos azufrados disminuye, su contribucion sensorial en el aroma de la guayaba fué

la mas relevante durante la maduracion.

En cuanto a la variedad Palmira ICA-1, Quijano, Sudrez y Duque'® identificaron 86
compuestos volatiles, siendo los mayoritarios el acetato de cinamilo, el acetato de (£)-3-
hexenilo y el alcohol cinamilico. Quijano y Pino'® caracterizaron los compuestos volatiles
de la guayaba Palmira ICA-1 por microextraccion en fase solida, encontrando que
predominan el acetato de (Z)-3-hexenilo, acetato de 3-fenilpropilo, acetato de (£)-cinamilo

y hexanal.
1.2. ESTUDIOS DE LOS PIGMENTOS EN LA GUAYABA.

Los pigmentos naturales se pueden clasificar en antocianinas, betalainas, carotenoides
(carotenos y xantofilas), clorofilas, B-tricetonas y quinonas (benzoquinonas, naftaquinonas,
antraquinonas, quinonas superiores), entre otros. La presente revision bibliografica se
centrd principalmente en pigmentos presentes en la guayaba: carotenoides, clorofilas y

antocianinas.

1.2.1. Carotenoides.

1.2.1.1. Generalidades. Son compuestos tetraterpenoides, formados por ocho unidades de
1soprenos y biosintetizados a partir del precursor isopentenil pirofosfato, el cual proviene
del 4cido mevaldnico. La cadena isoprenoide de los carotenoides es obtenida por la union
de cuatro unidades de isopentenil pirofosfato, seguido de la union de dos unidades de
geranil-geranil pirofosfato para dar el primer producto de cuarenta 4&tomos de carbono, el

20, 21

fitoeno (Figura 2). Este compuesto sufre reacciones de deshidrogenacion que dan lugar
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a la formacion de licopeno. Asi, todos los carotenoides se consideran derivados del
licopeno por reacciones de hidrogenacion, ciclizacidn, insercion de oxigeno, migracion de
dobles enlaces y metilos, entre otras’. Su estructura presenta muchos dobles enlaces

conjugados y varias ramificaciones con grupos metilo.
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Figura 2. Biosintesis de los carotenoides™.



Los carotenoides se clasifican principalmente en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los
carotenos presentan una estructura que solo contiene carbono e hidréogeno; en tanto que las
xantofilas, ademas de poseer carbono e hidrégeno, contienen oxigeno, en forma de grupos
sustituyentes como hidroxilo, carbonilo y epodxido. Adicionalmente, existen otros
carotenoides de menor tamafio denominados apocarotenoides, obtenidos a partir de rupturas
de los tetraterpenoides en los carbonos 6, 9, 6" 0 9"; por ejemplo, la crocetina y la bixina.
En general los carotenoides en sus extremos pueden ser lineales o ciclicos; por lo tanto
diferentes combinaciones de estas caracteristicas estructurales ha llevado a detectar mas de

600 carotenoides en plantas 2.

Entre los carotenoides mas comunes se encuentran el -caroteno, licopeno, cantaxantina,
astaxantina, B-criptoxantina, capsantina, zeaxantina, luteina, entre otros. A continuacioén en

la tabla 2, se presentan algunos carotenoides con su estructura, usos y principales fuentes.



Tabla 2. Estructura, principales fuentes y usos de los carotenoides mas comunes en
alimentos’.

Nombre y estructura

Fuentes / Usos

B-caroteno Presente en la zanahoria; es una de las
PN | principales fuentes de vitamina A. Otros
E”j[\\“)“/’% R alimentos ricos en este carotenoide son la
espinaca y algunas frutas como el mango.
Licopeno Carotenoide mas abundante en el tomate;

)\/\)\H/\)\A)%le\/\\l/\\/\\l/\/\l/

no tiene actividad como pro-vitamina A,
pero es un antioxidante eficiente.

Se encuentra en la seta Cantharellus
cinnabarinus; se utiliza como bronceador,
ya que se deposita en la piel y permite
obtener un tono dorado sin necesidad de
sol.

Cantaxantina
| S ey Ml/\\ S Ty
I
(o]

Astaxantina

Este pigmento se encuentra en animales
como la trucha, el salmon y de algunos
crustaceos, y es el responsable de los tonos
rojizos de sus carnes.

B-criptoxantina

oH
W&AM|&W%IQ/

Presente en la mayoria de frutas de color
amarillo o anaranjado, como la naranja,
papaya y melocoton; ademas presenta
actividad como pro-vitamina A, pero menos
que el B —caroteno.

Capsantina

OH
)\ |

OH

Es el principal carotenoide del pimenton, y
practicamente no se encuentra en otros
vegetales.

Es el carotenoide tipico del maiz; estd
presente en la yema del huevo y en varios
vegetales.

Se encuentra en las espinacas, el brécoli,
aunque su color estd enmascarado por el de
la clorofila. Junto con la zeaxantina, es el
responsable del color de la yema de huevo.

Zeaxantina
OH
N s
| S ey \M|A =
HO'
Luteina
OH
il
w\&)\‘mlﬁ Sy Ry
HO'
Bixina

Apocarotenoide extraido del achiote (Bixa
orellana) de tipo liposoluble. Se utiliza
como colorante en alimentos.

Nor-bixina

=]

ﬁ/\\\/lx\\/%)\\“/%\‘/‘\\ﬂﬁ/\\ﬂ/‘\v o

HO

La norbixina es un apocarotenoide
hidrosoluble, formado de bixina mediante
hidrolisis alcalina, se extrae también del
achiote (Bixa orellana).
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En general, los carotenoides no se encuentran distribuidos ampliamente en los animales, ya
que ¢éstos no son capaces de biosintetizarlos; sin embargo, estos pigmentos son
fundamentales en su alimentacion, pues son fuente de vitamina A. Existen algunas
excepciones, como es el caso de la trucha y algunos crustaceos que atribuyen su color
rojizo a la presencia de astaxantina. Los carotenoides son los responsables de los colores
amarillos, anaranjados y rojos que presentan los alimentos, los tallos, flores y hojas de
plantas, bacterias y algunos animales invertebrados marinos®. En los tejidos verdes se
localizan en los cloroplastos, y en los tejidos rojos, anaranjados y amarillos se encuentran

21
en los cromoplastos” .

Estos compuestos junto con las antocianinas y clorofilas, son los pigmentos vegetales de
mayor distribucion en la naturaleza. Por su diversidad estructural y numerosas funciones,
estan involucrados en la fotosintesis; previenen y protegen la salud de los seres humanos,
por su significativa actividad antioxidante. También se ha demostrado que los carotenoides
intervienen en la respuesta inmune y en la comunicacion celular in vivo, ya que regulan la
expresion de algunos genes, como es el caso de los genes que producen el y-interferdn, el
cual es responsable de regular las respuestas inflamatorias e inmunes. Solo, algunos de los
carotenoides presentes en los alimentos son precursores de la vitamina A', como es el caso
del B-caroteno y otros carotenoides que poseen anillo f no sustituido, dicha vitamina es
importante en el proceso de la vision, mantenimiento epitelial, secrecion de la mucosa y

ey 2
reproduccion”.

Varios estudios epidemiologicos han mostrado una relacion entre el alto consumo de frutas
y vegetales, y una disminucion en el riesgo de contraer enfermedades degenerativas como
el cancer, enfermedades cardiovasculares y degeneracion macular, debido principalmente a
la presencia de compuestos con actividad antioxidante. Los pigmentos naturales, como los
carotenoides y antocianinas, se caracterizan por sus excelentes propiedades antioxidantes,

. ’ cr 2
contribuyendo asi con esta funciéon®.
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1.2.1.2. Métodos de extraccion y analisis. Los carotenoides pertenecen al grupo de
pigmentos naturales liposolubles, los cuales se caracterizan por presentar una larga cadena
carbonada, de 40 atomos de carbono, que contiene dobles enlaces conjugados a los cuales
se les atribuye su color y su susceptibilidad a degradaciones por exposicion a la luz y a altas
temperaturas, por lo tanto su extraccion debe realizarse rapidamente a temperatura
ambiente o por debajo de esta, en un lugar donde no se expongan a la luz directamente,
empleando solventes no polares como éter etilico, éter de petrdleo o hexano, entre otros.
Una vez obtenido el extracto es necesario usar antioxidantes (por ejemplo
butilhidroxitolueno (BHT), &cido ascérbico o pirogalol, entre otros) para evitar su

. ., . . 20
oxidacion y poder preservar los carotenoides libres™.

Durante la revision bibliografica se encontraron diferentes métodos de extraccion de
carotenoides para guayaba, los cuales se diferencian por el solvente de extraccion
empleado, y por una mayor o menor extraccion de algunos tipos de carotenoides. Los
métodos de extraccion mas comunmente utilizados para esta fruta son los reportados por
Wilberg y Rodriguez-Amaya®’, quienes emplean una mezcla de etanol y hexano en una
relaciéon 1:1; y por Mercadante, Steck y Pfander®, quienes aislaron los carotenoides de

guayaba liofilizada usando una mezcla de éter ter-butilmetilico, acetato de etilo y metanol.

El método tradicional usado para la separacion de carotenoides es la cromatografia en
columna. Esta técnica se usa para aislar y purificar estos pigmentos, donde la separacion es
seguida visualmente; sin embargo, este método presenta la desventaja que las condiciones
de la columna, como exposicion a la luz y al aire no son controladas lo cual genera poca
reproducibilidad®®. Otro de los métodos convencionales de separacion y analisis de estos
tetraterpenoides es la cromatografia en capa delgada, sin embargo presenta la desventaja
que durante este proceso los carotenoides son susceptibles de sufrir oxidaciones,
degradaciones e isomerizaciones debido a la silica y a la presencia de oxigeno. Estas dos
técnicas requieren grandes cantidades de muestra, por lo tanto es conveniente emplear otras
técnicas que sean mas rapidas, que permitan controlar las condiciones de separacion para
disminuir la degradacion de estos compuestos, y que requieran menores cantidades de

yqe + 3
extracto para el analisis’.
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La técnica de HPLC cumple con estos requisitos, ya que los carotenoides son pigmentos no
polares, se realiza en fase reversa,. La fase estacionaria mas utilizada para la separacion de
los carotenoides era la C;s, pero Sander et al.*” 30, demostraron que esta columna no
permitia separar adecuadamente una mezcla compleja de estos pigmentos. Por esta razon
consideraron necesario aumentar la cadena hidrocarbonada de 18 a 30 4tomos de carbono
para permitir una mayor interaccion de dicha fase estacionaria con los analitos, y
desarrollaron las columnas Csp, catalogadas como especificas para el analisis de
carotenoides®'. En la figura 3, se presentan los cromatogramas de una mezcla de patrones
de carotenoides al ser eluidos con metanol: éter ter-butilmetilico: agua en una relacién
81:15:4 hasta 6:90:4 a los 90 minutos, con un flujo de 1 mL/min a 20°C, a través de una
columna C;g y una Cs, respectivamente. Como resultado se observd que en la fase Cs se
obtenia una mejor separacion que en la C;g, ademas se pudieron diferenciar los compuestos

de menor polaridad, como por ejemplo el licopeno.
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Figura 3. Separacion de carotenoides en columna a)Cysy b)C30”.
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1.2.1.3. Identificacion de carotenoides. La identificacion inicial de estos compuestos se
efectia teniendo en cuenta la espectroscopia UV-Vis, asi como la co-cromatografia
comparativa con estandares. La forma de los espectros de absorcion de los carotenoides se
debe al sistema de los dobles enlaces de su cadena hidrocarbonada, asi como la longitud de
onda de maxima absorcidon, normalmente es funcién del nimero de estos dobles enlaces y
de la presencia de grupos funcionales, ciclaciones e isomerizaciones de las moléculas. Para
llevar a cabo la identificacién es necesario comparar las posiciones de los maximos de
absorcion y la forma del espectro con aquellas propiedades de los estdndares adquiridos

comercialmente’2.

Debido a lo mencionado anteriormente, el detector mas apropiado y usado con mayor
frecuencia para el analisis por cromatografia liquida es el de arreglo de diodos (DAD),
monitoreando a una longitud de onda de 450 nm donde se presenta la maxima absorcion de
estos compuestos. No obstante, la complejidad de muchas muestras requiere de métodos
mas sofisticados para la identificacion de estos compuestos. La cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas, HPLC-MS, presenta muchas ventajas sobre el detector
de arreglo de diodos, pues requiere una cantidad menor de muestra, y ademas suministra
informacion del i16n molecular y posibles fragmentaciones que contribuyen a la
determinacién de la estructura de los carotenoides®®. Se han propuesto dos tipos de
interfases para el analisis de carotenoides por HPLC-MS, ionizacion quimica a presioén
atmosférica (APCI)* y electrospray (ESD*; La primera es la més adecuada, ya que
presenta la mayor sensibilidad de deteccién para compuestos que no presentan sitios de
protonacion, pues no es necesario el uso de modificadores quimicos. Lacker, Strohschein y
Albert®®, analizaron los carotenoides provenientes de espinacas, tomates y zanahorias,
empleando HPLC-APCI-MS, con deteccion en modo positivo de los iones
pseudomoleculares [M+H]". Asi, pudieron identificar inequivocamente en muestras reales,
compuestos como licopeno, pB-caroteno, astaxantina, cantaxantina y equinenona por medio
del ion pseudomolecular y la informacion suministrada por el espectro de absorcion UV-
Vis de las senales, asi como, por la comparacion de los tiempos de retencion con
estandares; ademas, determinaron que el limite de deteccion de esta interfase es de 1 pmol,

para p-caroteno. Ornela-Paz, Yahia y Gardea®, lograron identificar, por medio de HPLC-
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APCI-MS operado en modo positivo, dibutirato de violaxantina como uno de los
principales carotenoides en el mango de Manila, ya que en el espectro de masas (Figura 4)
observaron pérdidas sucesivas de dos moléculas de acido butirico [M+H-88+88], asi como
pérdidas de agua [M+H-88+18], la cual es caracteristica de carotenoides con grupos

epoxido.
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Figura 4. Espectro de masas por APCI en modo positivo del dibutirato de
violaxantina *¢

1.2.1.4. Factores que afectan la composicién de carotenoides. Las frutas y vegetales
poseen diferencias cualitativas y cuantitativas en la composicion de sus carotenoides;
dichas diferencias se deben a factores como la zona de cultivo, la variedad, el estado de
madurez, las condiciones de cosecha y de almacenamiento, entre otras. Por ejemplo en el
caso de la calabaza, se encontré que varios cultivos de la misma especie presentan
diferencias en la distribucion cualitativa y cuantitativa de los carotenoides mayoritarios,
como es el caso de la variedad Curcurbita moscata la cual presenta alto contenido de
carotenos, mientras que la Curcurbita maxima Halloween posee mayor contenido de luteina
que de carotenos®’. Uno de los factores que afectan mas contundentemente la composicion
de los carotenoides es el estado de madurez; generalmente las frutas inmaduras y maduras
se diferencian por los carotenoides presentes y sus concentraciones, los cuales aumentan
considerablemente con la maduracién. Asi por ejemplo, Ornelas, Yahia y Gardea®,

encontraron en el mango de Manila que las concentraciones de B-caroteno, violaxantina y
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9-cis-violaxantina incrementaron de una manera exponencial durante el periodo de
maduracion. En contraste, en las frutas procesadas, la composicion de los carotenoides se
vio afectada por pérdidas debido al pelado, despulpado, y a los tratamientos térmicos, que

generan isomerizaciones y oxidaciones”.

El andlisis del contenido de carotenoides en frutas es de gran ayuda para determinar la
autenticidad de preparaciones provenientes de estos alimentos. Este es el caso de jaleas de
albaricoques las cuales son adulteradas fraudulentamente con calabazas para potencializar
su color. Para detectar la adulteracion, Kurz, Carle y Schieber”, identificaron los
carotenoides predominantes de diferentes cultivos de albaricoques por HPLC-DAD vy
HPLC-APCI-MS, y encontraron que la calabaza posee anteroxantina, carotenoide que los
albaricoques no presentan; por lo tanto, en jaleas de albaricoques adulteradas con calabazas

se logra identificar anteroxantina en mezclas superiores al 5 %.

1.2.1.5. Estudios previos de carotenoides en guayaba. Los primeros estudios sobre los
carotenoides presentes en la guayaba, fueron realizados por Padula y Rodriguez-Amaya™,
quienes identificaron siete de estos pigmentos tetraterpenoides en guayaba IAC-4 cultivada
en Sao Paulo (Brasil), como B-caroteno, (-caroteno, y-caroteno, zeinoxantina, licopeno,
5,6,57,6 -diepoxi-B-caroteno y 5,8-epoxi-3,3’,4-trihidroxi-p-caroteno; siendo el licopeno el

carotenoide mayoritario, con un 86 % del contenido total de estos pigmentos.

Wilberg y Rodriguez-Amaya®’, estudiaron los carotenoides presentes en la guayaba de
diferentes zonas de Brasil, encontrando que el contenido de carotenoides dependia de la
zona donde se habia cultivado la fruta. Por ejemplo, para la guayaba recolectada en Sao
Paulo, hallaron contenidos de B-caroteno y licopeno de 3.7+0.7 pg/g y 53.4+£6.3 pg/g,
respectivamente, mientras que la guayaba recolectada en Pernambuco, los contenidos

fueron de 11.9+£5.2 pg/gy 53.4+14.1 ng/g., respectivamente.

Posteriormente, Mercadante, Steck y Pfander®®, aislaron e identificaron varios carotenoides
del liofilizado de guayaba roja empleando técnicas como HPLC-DAD, HPLC-MS vy de

RMN. Mediante el uso de estas técnicas, lograron identificar isdbmeros de licopeno y B-
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caroteno, y 16 carotenoides minoritarios, entre los que sobresalen: fitoflueno, y-caroteno,

entre otros.

Setiawan et al.*’, analizaron la guayaba consumida en Indonesia, por HPLC en fase reversa
con detector UV-Vis, hallando que el contenido de licopeno, B-caroteno y B-criptoxantina,

con valores de 1150 ug/100 g, 984 pg/100 gy 66 ng/100 g, respectivamente.

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)Y, reporta resultados
similares, con el licopeno como el carotenoide que se encuentra en mayor cantidad, seguido
por el B-caroteno (5204 ng/100 g y 374 pg/100 g, respectivamente). En un estudio
reciente, el licopeno, B-caroteno y fitoflueno fueron identificados como los carotenoides
mayoritarios en la guayaba de Cuba®'. A pesar de los estudios publicados, los carotenoides
presentes en las diferentes variedades de guayaba Colombiana no han sido identificados

hasta el momento.

1.2.2. Clorofilas.

1.2.2.1. Generalidades. Las clorofilas son los pigmentos responsables del color verde de
las plantas, los cuales se localizan junto a los carotenoides en los plastidios. Las clorofilas
son moléculas fotorreceptoras que transforman la energia luminica en energia quimica.
Estdn constituidas, basicamente, por cuatro anillos pirrélicos sustituidos, y se hallan
coordinados con un ion magnesio, siendo una molécula planar. En la naturaleza se
encuentran comunmente dos tipos de clorofilas, a y b; la clorofila @ contiene un grupo
metilo en el carbono 3, mientras que la b posee un grupo formilo (Figura 5); las demas
clorofilas (c, d, e) se encuentran Unicamente en algas, junto a la clorofila a. A estas
moléculas se encuentra unido un alcohol isoprenoide monoinsaturado de 20 atomos de

carbono, denominado fitol, el cual le confiere el caracter hidrofobico a esta molécula.
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Clorofilla FH= —CH

Clorofila b R= —<

Figura 5. Estructura de clorofilas a y b.

Cuando el plastidio estd compuesto por un alto contenido de clorofilas, este se denomina
cloroplasto. La degradacion de estos cloroplastos se debe a la pérdida de clorofilas dando
origen a los cromoplastos, los cuales exhiben pigmentaciones amarillas y anaranjadas,

debido principalmente a la presencia de carotenos y xantofilas.

Los compuestos clorofilicos se encuentran coordinados con 4tomos de magnesio, y cuando
existen condiciones acidas se produce el desplazamiento de dicho atomo por un ion
hidrogeno, obteniéndose las feofitinas. Estos productos de degradacion se producirdn en
vegetales y frutas siempre que hayan sido sometidas a golpes, trituracion, calentamiento o

fermentacion, entre otros.

Los pigmentos clorofilicos generalmente disminuyen su contenido en frutas cuando
maduran, dando lugar a la formacidn de otros pigmentos como los carotenoides, este tltimo
proceso es conocido como carotenogénesis. Un ejemplo de este proceso es el que presenta
el pimentdn, el cual exhibe un aumento en su color rojo y disminucion del color verde,
debido a la biosintesis de pigmentos que se encuentran en los cromoplastos, como,
zeaxantina, -criptoxantina o violaxantina, y a una disminucion de los pigmentos presentes
en los cloroplastos, como la luteina y neoxantina. Estos ultimos pigmentos, en especial la

luteina, estan ligados directamente con el proceso de la fotosintesis**. Sin embargo existen
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frutas que no presentan carotenogénesis, ya que a lo largo de la maduracién se mantienen
los contenidos de clorofilas y se degradan los carotenoides, como ocurre en la pulpa del
aguacate, donde el contenido total de estos pigmentos decrece de manera exponencial. La
neoxantina es el carotenoide que se encuentra en mayor cantidad en la pulpa, la cual
disminuye con la maduracion hasta alcanzar valores inferiores a 0,4 pg/g pulpa, mientras
que la luteina, B-caroteno, a-caroteno, violaxantina, antheraxantina y zeaxantina, mantienen

., . 4
su concentracion constante a medida que el fruto madura®.

1.2.2.2. Métodos de extraccion y analisis. Los pigmentos clorofilicos, al igual que los
carotenoides, son labiles a temperaturas por encima de los 40 °C, exposicion excesiva a la
luz y largos tiempos de extraccion. Si no se selecciona un adecuado método de extraccion
se puede generar epimerizacion en el carbono 10 del anillo porfirinico o formaciéon de

feofitinas.

En el proceso de extraccion por lo general se emplean solventes que sean de polaridad
media- alta y poco selectivos, como acetona y metanol; ademas que tengan una buena
capacidad de penetracion en la muestra. Por ejemplo, para el caso de Kiwi, McGhie y
Ainge** usaron como mezcla de extraccion acetona y tetrahidrofurano en una relacion 1:1 y
posterior particion con éter dietilico; en pimenton un procedimiento similar fue usado por
Roca et al.*’, quienes emplearon acetona como solvente extractante y luego el extracto fue
transferido a éter dietilico. En aguacate, se us6 como solvente de extraccion acetona, a la
cual posteriormente, le hicieron extraccion liquido-liquido con éter dietilico, para asi
obtener un extracto rico en clorofilas y otros pigmentos de baja polaridad, como

. 4
carotenoides™.

El método usado para la separacion de clorofilas, gracias a su rapidez, es la cromatografia
en placa de silicagel, la cual busca aislar el mayor nimero de pigmentos con una primera
cromatografia general, para asi, proceder a la purificacion individual de cada componente®.
La cromatografia liquida de alta eficiencia preparativa permite la purificaciéon de los
pigmentos aislados, esta se realiza usualmente en fase reversa, ya que las clorofilas, al igual

que los carotenoides, son pigmentos poco polares. La fase estacionaria mas utilizada para la
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separacion de estos pigmentos es la C;s, y como eluyentes se emplea agua/metanol, o

. ; . 46,45
metanol/acetona, siempre conservandose la acetona en mayor proporcion™ ™.

1.2.2.3. Identificacion. Los espectros de absorcion de los pigmentos que presentan la
estructura porfirina, presentan unas bandas pronunciadas en la region del amarillo, rojo,
infrarrojo, entre 500 y 700 nm, y ultravioleta cercano, entre 400 y 460 nm donde se
presentan los maximos de absorcion. La presencia de las ultimas bandas indica que no se ha
producido la apertura del anillo porfirinico. Roca et al.**, lograron identificar las clorofilas
presentes en pimentdn, por la adquisicion del espectro UV-Vis en diferentes solventes y
comparar sus valores de absorcion con la literatura o estandares. Para confirmar la
identificacion de derivados clorofilicos algunos autores, como van Breemen, Canjura y
Schwartz'’, hacen analisis por espectrometria de masas, empleando una ionizacién de
bombardeo con atomos rapidos (FAB) en modo positivo, para detectar los iones
moleculares [M']; por ejemplo, para la feoforbida a, el ion molecular observado en el
espectro de masas con ionizacion de bombardeo con atomos rapidos es de 592 m/z (figura
6). Un procedimiento similar fue seguido por Hyvirinen y Hynninen*® quienes lograron
identificar por medio de espectrofotometria UV-Vis y FAB-MS siete productos de
alomerizaciéon con metanol de la clorofila b, los cuales fueron aislados previamente por
cromatografia en columna empacada con sucrosa usando como eluyente una mezcla de

hexano- isopropanol- metanol.
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Figura 6. Espectro de masas por FAB en modo positivo de la feoforbida a usando una
matriz de alcohol 3-nitrobencilico (NBA)

1.3. MEDIDA OBJETIVA DEL COLOR POR MEDIO DE LA COLORIMETRIA
TRIESTIMULO.

El color es una respuesta mental al estimulo producido en la retina por una radiacion
luminosa visible, pero la medida de este estimulo depende de las condiciones que lo rodean.
Para lograr unificar dichas medidas se han definido unas condiciones estdndar que permite
obtener resultados comparables, como son: el observador, el iluminante, la geometria de

. . ., ., . .1 49
iluminacion-observacion y el intervalo de medida™.

El estimulo cromatico estd caracterizado por la colorimetria triestimulo, la cual permite
obtener una medida objetiva de color por medio de tres sensaciones o atributos
psicométricos, que dan finalmente un caricter tridimensional a este estimulo. Estos son: el
tono, la luminosidad y la saturacion’. El tono o matiz, se refiere a aquella caracteristica que
permite clasificar un color como rojo, amarillo, verde o azul, y est4 relacionado con las
diferencias de absorbancia/transmitancia de la energia radiante a diferentes longitudes de
onda, en otras palabras es el atributo cualitativo del color. La saturacion o pureza, describe

el grado o la intensidad con la que un color se separa del gris neutro y se acerca a un color
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puro del espectro, y describe la reflexion o transmision a una determinada longitud de onda;
es considerado el atributo cuantitativo de la cromaticidad. La luminosidad o brillo, permite
clasificar el color como claro u oscuro, que se define como la caracteristica de una
sensacion de color que la hace equivalente a la producida por algin elemento de la escala
de grises que va desde el blanco (maxima luminosidad - 100) hasta el negro (minima
luminosidad - 0), haciendo un elemento mas claro u oscuro. Esta caracteristica es una
medida relativa de la luz reflejada frente a la absorbida, por lo tanto no se considera como

participe de la cromaticidad °" *%.

Las leyes que rigen la igualacion del color son conocidas como ‘“generalizacion
tricromatica”, las cuales se pueden expresar considerando un espacio vectorial o espacio
tridimensional “espacio triestimulo”, lo cual da inicio a un sistema colorimétrico propuesto
por el organismo encargado de recoger y unificar los términos, teorias y sistemas de color,
la Comision Internacional de Iluminacion (CIE — “Commission Internationale de
[’Eclairage”). Esta organizacion propone diversos sistemas que permiten definir el color,
siendo el mas reciente el espacio CIELAB, que se representa en coordenadas rectangulares
como claridad o luminosidad, L*, y cromaticidad, a* y b*, como se observa en la figura 7.
Los componentes de cromaticidad presentan valores desde (—a*) a (+a) y (-b*) a (+b*),

donde a* va de verde a rojo y b* de azul a amarillo™.

L" blamca

g

Figura 7. Espacio de color L*, a¥, b4,

La medida del color puede realizarse por evaluacion visual o instrumental, siendo este

ultimo es el mas usado, ya que permite obtener medidas con mayor reproducibilidad y
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objetividad que la medida sensorial. Sin embargo, el andlisis visual ha mejorado por el uso
de atlas y cartas de colores, y existen cartas adecuadas que contienen todos los tonos e
intensidades posibles para el andlisis de alimentos. El color determinado en forma
instrumental se expresa en las coordenadas triestimulo del espacio CIELAB, las cuales se
relacionan con los parametros psicométricos croma (C) y tono (hue %); los instrumentos
empleados pueden ser colorimetros, espectrofotometros o espectrorradidmetros, que pueden
generar directamente o por calculos matematicos los valores triestimulos’’. El
espectrorradiometro es un instrumento que se basa en la reflectancia espectral de un objeto,
donde la muestra es iluminada y una sonda Optica observa igual que como un ojo humano,
a una distancia especifica™; a diferencia de un colorimetro convencional, el cual mide la
absorbancia o tramitancia de luz por una muestra translucida, el espectrorradiometro es
empleado para muestras solidas o liquidas, translucidas o con s6lidos en suspension, ya que
mide la luz reflejada desde el objeto utilizando tres sensores, permitiendo una sensibilidad

similar a la del ojo humano, midiendo directamente los valores triestimulo.
1.4. MEDIDA DEL COLOR MEDIANTE ANALISIS DE IMAGEN.

Los instrumentos mencionados anteriormente pierden su utilidad cuando la muestra no
presenta uniformidad del color, ya que solo reportan las coordenadas cromaticas de un
color medio de toda el area medida. Para solucionar este inconveniente se emplea un
sistema de medida de imagen digital, pues captura todo el aspecto de la muestra,
permitiendo medir asi la distribucion del color’. Para tal fin se emplean camaras digitales
que capturan el color total y apariencia del objeto, y que gracias a su calidad en la imagen
es posible obtener fidelidad en las medidas, registrando el color en muchos puntos de la
muestra, y suministrando una informacion detallada al reportar coordenadas cromaticas
para cada pixel. Se encuentran diferentes instrumentos para el procesamiento de imagenes
digitales: video colorimetros los cuales usan sistemas de vision computarizados, y las
camaras digitales. A diferencia de los sistemas de vision computarizados, las cdmaras
digitales son equipos mas econdmicos y accesibles, que no requieren de dispositivos muy
especializados™. El método de captura de imagenes mas usado en los tltimos afios ha sido

el DigiEye®®, que consiste de una camara digital, que realiza las medidas de color de un
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objeto bajo condiciones controladas de luminosidad y de un software grafico’’, que se
encarga de controlar la cdmara, mostrar la imagen en el monitor y realizar el andlisis
convirtiendo las medidas instrumentales, segun una carta de referencia de 240 colores, a los

valores tricromaticos CIEXYZ o CIELAB>®,

En los ultimos 10 afos, la digitalizacién de imagen se ha venido introduciendo en la
industria alimenticia y de textiles, ya que sus medidas de color comprenden la apariencia
total de los productos, involucrando la textura de la superficie y la distribucion del color,
lograndose valores de color verdaderos y un analisis de calidad completo de los productos.
Un ejemplo del uso de esta técnica, fue el realizado por Gonzélez-Miret et al.”’, en las
medidas del color y apariencia de cuatro variedades de vino rojo; el andlisis del color de los
vinos lo realizaron a diferentes profundidades, observandose que a mayor profundidad el
tono de las variedades de vino son rojizos y a menores profundidades tiende a colores entre
el amarillo y el amarillo-verdoso. Es asi, como ellos recomiendan el uso de la digitalizacién
de imagenes, ya que por medio de una sola medida es posible capturar la apariencia a
diferentes profundidades de los vinos, siendo una técnica rapida y facil de usar; mientras
que por otras técnicas como espectrorradidémetro es necesario hacer una medida para cada
profundidad, y ademas, no abarca todo el area de medida perdiéndose informacion de la

muestra.
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2. METODOLOGIA.

2.1. SELECCION DE FRUTA.

Para este estudio se emplearon tres variedades de guayaba colombiana (Psidium guajava
L.), “Regional Roja”, “Regional Blanca” y variedad “Palmira ICA-1". Los frutos fueron
recolectados en Puente Nacional, Santander, Colombia, en noviembre de 2008 y mayo de
2009. Los frutos de los diferentes cultivos se seleccionaron en tres diferentes estados de
madurez, clasificados de acuerdo a la observacion visual del color de la cascara, en
inmaduro (estado I, 100 % verde), pintéon (estado II, 50 % amarilla) y maduro (estado III,

100 % amarilla). Cada lote estaba compuesto de 10 guayabas, recolectadas al azar (Figura

8).

=,
| 11 11 | I m 1 1 11

Guayaba Palmira ICA-1 Guayaba Regional Roja Guayaba Regional Blanca

Figura 8. Variedades de guayaba colombiana estudiadas en tres estados de madurez.

2.2. ANALISIS FISICOQUIMICO.

Las guayabas de cada uno de los lotes se cortaron longitudinalmente y se homogenizaron
en un procesador de alimentos, incluyendo cédscara y semillas, hasta obtener un puré. Una
vez obtenido el puré se realizo la determinacion de s6lidos solubles totales (SS), el pH y la
acidez titulable (AT)”. Los SS se determinaron con un refractémetro Atago — PAL — alfa a
20 °C. La acidez titulable se realiz6 por titulacion potenciométrica de 20 g del puré de la

fruta en agua, con una solucion de hidréxido de sodio 0.1 N, y los resultados se expresaron
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como porcentaje de acido citrico. El pH se determind en un potencidémetro pH- Meter CG
820 Schott Gerate, tomando 6 g de la fruta y homogenizdndolos con 10 mL con agua
destilada. Todas las medidas se llevaron a cabo por triplicado y el resultado se expreso

como el valor promedio de las determinaciones.

2.3. ANALISIS FISICO DEL COLOR POR COLORIMETRIA TRIESTIMULO.

Las medidas de color fueron realizadas sobre la superficie y el interior de las guayabas,
empleando un espectrorradidmetro Minolta CAS 140B con una sonda telescopica TOP 100
(Figura 9), provisto por una fuente de iluminacion Dgs, la cual incidi6 sobre la muestra a
45° y el observador a 0°. Para las medidas de la superficie de la fruta se realizaron 4
medidas alrededor del centro de la fruta y 2 en la parte superior e inferior; para el caso del
interior se realizaron 3 medidas sobre la pulpa en sitios definidos (Figura 10). Cada una de
estas medidas se hicieron con diferentes frutas en el mismo estado de madurez. El blanco

de las medidas fue hecho con sulfato de bario prensado.

Figura 9. Espectrorradiometro CAS 140B y telescopio éptico TOP 100%.

Supanor
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TR T e

K"" Irferior

Figura 10. Localizacion de las medidas del color exterior e interior de la guayaba con
el espectrorradiometro.

Cuffra
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Debido que la superficie de esta fruta no presenta una apariencia homogénea, se llevaron a
cabo medidas de color por andlisis de imagen para cada fruta. Para tal fin, se utiliz6 una
camara digital Samsung AS503. Las imagenes se tomaron tanto del interior como del
exterior del fruto, y en los tres estadios de madurez (estado I, I y III). Para las medidas en
el exterior de la fruta se tomaron dos imagenes, una frontal y otra posterior; para el caso del
interior se realizaron dos imégenes por fruta, correspondientes a las dos mitades. Cada una
de estas medidas se hicieron con diferentes frutas en el mismo estado de madurez. En todas
las imdgenes se dispuso la muestra junto a un blanco de sulfato de bario, para una posterior
correccion y estandarizacion de la sefial cromatica, y las imagenes fueron tomadas bajo una
fuente de iluminacion incandescente. En cada imagen se cortd un area fija de 180x180
pixeles. Se midi6 la heterogeneidad cromatica del fruto a través de la proporcion de pixeles
que se desvia mas de un diez por ciento de la intensidad media de la imagen. A partir de las
imagenes corregidas se muestrearon 900 pixeles y en ellos se midid el color en valores
RGB. Para el procesado de las iméagenes se utilizo el software especifico Image-Pro; el

algoritmo para la conversion RGB-CIELAB se implement6 en Matlab R2009b.

El color determinado en forma instrumental, por el espectrorradiometro y el digitalizacion
de imagen, fue reportado en coordenadas triestimulo, correspondientes al espacio CIELAB,
las cuales se transformaron en los parametros psicométricos croma (C) y tono (hue #)

teniendo en cuenta las siguientes ecuaciones:

ha, = tan” (b*/a*) cuando a* >0y b* =0

ha,= 180 + tan™ (b*/a*) cuando a* < 0

2.4. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE PIGMENTOS.

2.4.1. Extraccion de carotenoides y clorofilas. Las guayabas de cada uno de los lotes (10
guayabas por lote para cada variedad y estado de madurez) se cortaron longitudinalmente y

se homogenizaron en un procesador de alimentos, incluyendo cascara y semillas, para
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obtener un puré, el cual se liofilizé a -84 °C y 0,026 mBar (de 24 a 36 horas) en un equipo

Telstar Cryodos-80.

Se evaluaron tres procedimientos de extraccion de clorofilas y carotenoides, con diferente
solvente de extraccion, teniendo en cuenta la literatura consultada. El primero fue el
utilizado por Wilberg y Rodriguez-Amaya®’ quienes emplearon una mezcla de etanol y
hexano; en el segundo procedimiento se empled acetona y éter de petroleo’; y en el ultimo

se utilizd una mezcla de metanol y hexano, como solventes de extraccion.

Se utiliz6 la misma cantidad de puré liofilizado (20,0 mg) para los tres procedimientos y la
extraccion de los carotenoides y clorofilas, se realizd en forma exhaustiva con cada uno de
los solventes evaluados en cada caso. Las fases organicas se reunieron y se sometieron a
una particion con el solvente menos polar de cada una de las mezclas de extraccion, hasta
que no se observo mas transferencia de pigmento a la fase menos densa. Se reunieron las
fracciones de los solventes menos polares, los cuales se lavaron con agua, se secaron y
posteriormente se llevaron a sequedad con un rotavapor y almacenadas a -20°C para ser
analizados por HPLC-DAD. El mejor método de extraccion de los carotenoides y clorofilas
de las variedades de guayaba colombiana se determindé al comparar el numero de
compuestos detectados por HPLC-DAD. Después de seleccionar el segundo método, frutas
de las tres variedades y en diferentes estados de madurez se sometieron al procedimiento

descrito en la figura 11.
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Figura 11. Procedimiento de extraccion de carotenoides en guayaba.
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Para la identificacion de los pigmentos minoritarios presentes en las frutas de guayaba, en
cada variedad y estado de madurez se tomaron 250 g del liofilizado de fruta y se sometieron
a extraccion de igual manera que el procedimiento presentado en el diagrama (Figura 11),
empleando un total de 600 mL de acetona fria por muestra y 200 mL de éter de petréleo. La
fase orgénica se seco sobre sulfato de sodio anhidro. Los extractos se concentraron en un
rotavapor a 20 °C hasta sequedad, y se almacenaron con nitrogeno a -20 °C, para ser

analizados por HPLC-MS.

2.4.2. Extraccion de antocianinas. Se evalu¢ la presencia de antocianinas en las diferentes
variedades de guayaba. Para ello se utilizaron 150 g de puré de guayaba, los cuales se
homogenizaron con 500 mL de metanol acidificado con acido acético al 1 % y se dejaron
por 24 horas con agitacion en la oscuridad. Luego, el extracto se filtro al vacio a través de
un filtro Whatman No. 1, para retirar los solidos presentes. El extracto metandlico se
concentr6 en un rotavapor Buchi a 35 °C. El residuo seco se disolvid en agua y fue pasado
a través de la resina Amberlita XAD-7. Después de lavar con agua destilada, se eluyd con
600 mL de metanol acidificado. El extracto obtenido se concentrd en rotavapor, se liofilizo

y se llevo a sequedad para ser almacenado a -20 °C hasta su posterior analisis.

2.5. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS DE PIGMENTOS.

2.5.1. Aislamiento de estandares de carotenoides y clorofilas.

2.5.1.1. Luteina, feofitina a, clorofilas a y b. La luteina, clorofilas a y b fueron aisladas
siguiendo el procedimiento de Minguez-Mosquera® de la siguiente forma: 50 g de hojas
verdes de acelga, se sometieron a extraccion sucesiva con acetona hasta obtener un residuo
blancuzco (300 mL de acetona); luego al extracto crudo obtenido se le hizo particién con
éter etilico (150 mL), y por tltimo se llevé a sequedad en un rotavapor a 20 °C. El extracto
seco se disolvid con éter de petrdleo y se aplico en forma de banda en una placa de silica
gel 60 Fys4 Merck. Para la separacion de los pigmentos se empled como fase movil éter de

petréleo- acetona- dietilamina en una proporcion 10:4:1°* (Figura 12).
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Figura 12. a) Hojas verdes de acelga, b) Placa cromatografica con separacion de
pigmentos, c) Extractos de clorofilas a y b.

Las bandas correspondientes a la luteina (Rf 0,41), clorofila @ (Rf 0,54) y b (Rf 0,51), se
recogieron sobre acetona, se filtraron y el extracto obtenido se concentrd en un rotavapor a

20 °C. El residuo se almacend a -20 °C.

Para corroborar la identidad de la luteina, y clorofilas a y b aisladas, se analizé por HPLC-
DAD y se compar6 sus espectros de absorcion obtenidos (longitudes de onda de méaxima
absorcion: luteina 446, 472 y 504 nm, clorofila a 408 y 662 nm, clorofila » 432 y 646 nm)

con la literatura®> ®'.

La feofitina a fue obtenida por degradacion térmica de la clorofila ¢ sometida a
calentamiento en medio 4cido™. Para ello se tomé la clorofila a aislada por cromatografia
en placa, y se disolvi6 en éter de petrdleo, se le afiadi6 una solucidn de acido clorhidrico 0,1

N en etanol, la cual se dejé por 4 minutos en bafio de Maria, y transcurrido este tiempo se
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lavd con agua. La feofitina a presentd un color gris-verdoso. Para corroborar que la
feofitina obtenida correspondia a la a, se analizd6 por HPLC-DAD (segtn las condiciones
mencionada el numeral 2.5.2) y sus espectros de absorcion (longitudes de onda de méxima
absorcion: 406 y 666 nm), se compararon con la literatura®. El solvente se eliminé en un

rotavapor a 20 °C y el residuo se almacen6 a -20 °C hasta ser utilizado.

2.5.1.2. Licopeno. El estandar de licopeno se aislo a partir de 50 g de tomates frescos, por
cromatografia en columna, siguiendo el procedimiento reportado por Rodriguez-Amaya®.
Para tal fin, los tomates se cortaron en tajadas y se sometieron a extraccion con acetona;
luego, a la fase orgénica, enriquecida en pigmentos, se le realizo extraccion liquido-liquido
con éter de petroleo. El extracto obtenido se llevo hasta sequedad en rotavapor. Para aislar
el licopeno, el extracto se disolvio en 30 mL de acetona y se fracciond en una columna (70
x 5 cm) que contenia como fase estacionaria 30 g de 6xido de magnesio (Fluka) y 30 g de
Hyflosupercel medium (Fluka). La elucién se llevd a cabo con acetona- éter de petrdleo,
iniciando con una relacion 1:4 y terminando con una 1:9, en la cual se recogio el licopeno

presente, correspondiendo a una banda rojiza® (Figura 13). El licopeno aislado se

|-

concentrd en un rotavapor a 20 °C y se almaceno en un congelador a -20°C.

<
Lt

Figura 13. Separacion del licopeno a partir de tomate.

2.5.2. Cuantificacion de carotenoides y clorofilas totales por espectrofotometria UV-
Vis. El contenido de carotenoides y clorofilas totales fue determinado por

espectrofotometria, realizando medidas de absorbancia a 450 nm y 660 nm,
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respectivamente, empleando B-caroteno y feofitina a como estandares®. El estandar de B-
caroteno fue adquirido de Sigma-Aldrich, y la feofitina a fue extraida de hojas verdes de
acelga por cromatografia en placa fina, segn el procedimiento descrito en el numeral 2.5.1.
Las soluciones stock de B-caroteno y feofitina a se prepararon con una concentracion de
0,0580 mg/mL y 0,0134 mg/mL, respectivamente; a partir de cada una de ellas, se
prepararon las curvas de calibracion, con cinco puntos de diferentes concentracion, donde
la absorbancia quedé comprendida entre 0,2 y 0.6. Los extractos obtenidos de guayaba, se
disolvieron en un volumen determinado de acetona, de tal modo que la absorbancia de cada
una de las muestras presentd valores dentro del rango de la curva de calibracion. Las
medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como el valor promedio

de las determinaciones en mg de B-caroteno o feofitina a por kilogramo de fruta.

2.5.3. Analisis de carotenoides y clorofilas por HPLC-DAD. Se analiz6 la composicion
de carotenoides y clorofilas de cada muestra, ademds de los estdndares, usando un equipo
HPLC-DAD Agilent serie 1100 (Palo Alto, Estados Unidos) equipado con una bomba
cuaternaria, detector de arreglo de diodos, y sistema de inyeccion automatica. Las muestras
y estandares se disolvieron en acetato de etilo y se les adicion6 0,1 % de BHT para evitar
posibles degradaciones. Se empled una columna en fase reversa, Waters YMC Cj (250 x
4.6 mm, 5 um) y como fase movil metanol (solvente A), una mezcla de metanol/agua
(80/20, v/v, solvente B) y MTBE (solvente C), a los cuales se les adicion6 0.1 % de BHT y
0.01 % de trietilamina. Se utiliz6 el siguiente gradiente lineal: de 0 a 40 minutos 80 %A: 5
%B: 15 %C hasta 30%A: 5%B: 65%C; de 40 a 45 minutos se mantuvo en
30%A:5%B:65%C, y de 45 a 55 minutos se retorn6 a las condiciones iniciales; el flujo fue
de 1 mL/min. La columna se mantuvo a 20 °C y las muestras (20 pL) se inyectaron con un
autoinyector Agilent 1100 serie. La deteccion fue monitoreada simultdneamente a 472 nm
para carotenoides y a 408 nm para clorofilas y sus derivados. La identificacion de los
carotenoides se llevo a cabo por comparacion de sus tiempos de retencion y su espectro de

absorcion en el UV-Vis, con los estandares previamente aislados.
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2.5.4. Cuantificacion de carotenoides y clorofilas por HPLC-DAD. La cuantificacion
individual se realizé con el método de estdndar externo. Para tal fin se utilizaron soluciones
stock de licopeno y feofitina a; las concentraciones de cada uno de los estandares usados
fueron 0,0495 mg/mL para licopeno y 0,0013 mg/mL para feofitina a. En la determinacion
de la concentracion de los pigmentos presentes en los extractos de guayaba, se inyectaron
cinco volumenes sucesivos de cada una de las soluciones stock de los estandares. Las
muestras y estandares se disolvieron en acetato de etilo y se les adicion6 0,1 % de BHT
para reducir posibles degradaciones. Las condiciones del HPLC-DAD que se emplearon
fueron iguales a las mencionadas en el numeral 2.5.2. Los resultados se expresaron como

mg de licopeno o feofitina a por kilogramo de fruta.

2.5.5. Analisis de carotenoides por HPLC-MS. La identificacion de los carotenoides
mayoritarios y la deteccion de algunos minoritarios se realizé por HPLC-MS. Para este
proposito se usoé un equipo UFLC LC-20AD Shimadzu LC-MS-IT-TOF (Kyoto, Japon),
equipado con un desgasificador D60-20A5 y una bomba LC-20AC. El anélisis se realizd
con una interfase de ionizacion quimica a presion atmosférica, APCI, en modo positivo y
negativo. Para el andlisis de MS" se selecciono el ion m/z 536, como ion precursor comun
para los carotenoides licopeno y B-caroteno. Los espectros de masas fueron tomados en un
rango de m/z 200 a 800 en modo scan. La energia de ionizacion fue del 50 % con una
frecuencia de 45,0 KHz, se us6 nitrégeno como gas nebulizador y drying gas con un flujo
de 2,0 L/min; la temperatura de la interfase fue de 400 °C y la temperatura del CDL de 200
°C. El extracto de carotenoides se disolvid en acetato de etilo, a los cuales se les adiciond
0.1 % de BHT. Las muestras fueron inyectadas con autoinyector SIL 20AHT en un loop de
5 pL. Se emple6 una columna en fase reversa, Waters YMC Csp (150 x 3.0 mm, 3 pm) y
como fase movil se usé una mezcla de metanol/agua (50/1, v/v, solvente A) y MTBE
(solvente B). Se utilizo el siguiente gradiente lineal de 0 a 5 minutos 80 %A: 20 %B hasta
50 %A: 50 %B; de 5 a 10 minutos cambio hasta 30 %A: 70 %B, y de 10 a 20 minutos
regresa a la relacion 50 %A: 50 %B; a un flujo de 0,3 mL/min. La columna se mantuvo a
20 °C. Los espectros de alta resolucion se obtuvieron después de calibrar el equipo con un

estandar de B-caroteno.
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2.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Cada determinacion se realizo al menos tres veces y los resultados se expresaron como el
promedio y su desviacion estandar. Los intervalos de confianza se calcularon con un nivel
de significancia del 95 %. Las diferencias significativas se determinaron con la prueba
estadistica de contraste de significancia por medio del parametro t-Student.
Adicionalmente, para las medidas de los parametros del color interior y exterior de las
frutas se llevd a cabo el andlisis de componentes principales (ACP), el cual permitio
establecer si existian correlaciones entre los parametros de color, las diferentes variedades
de guayaba y los estados de madurez de las mismas. Este fue llevado a cabo en el software

SPAd v. 5.5. En el plano factorial se recolecté més de un 90 % de la informacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. ANALISIS FISICOQUIMICO.
Con el objeto de caracterizar los estados de madurez seleccionados, para las tres variedades
de guayaba, se determind el pH, el contenido de s6lidos solubles (SS) y la acidez titulable

(AT); y con estos valores se hallaron los indices de madurez (Tabla 3).

Tabla 3. Solidos solubles (SS), acidez titulable (AT), pH e indice de madurez, para las
tres variedades de guayaba en los tres estados de madurez”.

Solidos % Acidez Indice de
pH solubles Titulable madurez
(% Brix) (AT) (SS/AT)
Guayaba Roja
Estado | 399+0.01 79+£0.2 0.82+0.01 9.7
Estado II 416+£0.03 87+0.3 0.74+0.02 11.8
Estado III 4.16+0.01 10.5+0.1: 0.74+0.05 14.2
Guayaba Palmira ICA-1
Estado | 363+£0.02 85+£0.1  0.90+0.04 9.4
Estado I1 3.85+£0.01 9.1+0.1 0.73+£0.02 12.5
Estado III 390+£0.02 99+0.1 0.70+0.06 14.1
Guayaba Blanca
Estado I 398£0.03 89+0.2 0.71+£0.02 12.5
Estado II 4.04+0.03 9.7+£0.1 0.62+0.01 15.7
Estado III 415+£0.02 9.8+0.1 0.60+0.04 16.3

*Todos los datos son el promedio (n = 3) + desviacion estandar. "AT expresada como %
acido citrico.

Como era de esperarse, en las tres variedades de guayaba, a medida que pasan de estado |
(verde) a III (maduro) el contenido de solidos solubles incrementa. Esta tendencia se
atribuye a que en el estado I (verde) la fruta posee un mayor contenido de pectinas y
almidon, los cuales disminuyen a medida que el fruto madura, debido a la accién de las

enzimas que los hidrolizan a lo largo del proceso de maduracion y producen un aumento en
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la concentracion de azucares. Similares resultados se hallaron para guayaba proveniente de
la India® y de Venezuela®. Entre las variedades Regional Roja, Palmira ICA-1 y Regional

Blanca, el contenido de sélidos solubles no se diferencian significativamente.

En cuanto a la acidez titulable, las tres variedades de guayaba presentaron una disminucion
en su valor a medida que la fruta madura. Sin embargo, entre los estado de madurez 11 y III
no se observaron cambios significativamente diferentes (nivel de significancia del 5%). La
guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1 no se diferencian en sus valores de acidez
titulable, ya que presentaron un rango entre 0,70 % y 0,90 %; sin embargo, la guayaba
Regional Blanca exhibi6 valores de acidez titulable ligeramente menores a los observados

para las otras variedades.

3.2. ANALISIS FISICO DEL COLOR POR COLORIMETRI{A TRIESTIMULO.
3.2.1. Analisis por espectrorradiometria.

3.2.1.1. Color exterior. Para el andlisis de color externo de la guayaba se utilizé un
espectrorradiometro, ya que es un equipo que permite hacer medidas de reflectancia sobre

solidos.

En la tabla 4 se presentan los parametros de color obtenidos segun el sistema CIELAB para

las medidas exteriores sobre la cdscara, de las guayabas estudiadas.
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Tabla 4. Parametros de color CIELAB de la cascara de las tres variedades de guayaba

en diferentes estados de madurez.

Estado Parametros de color®
Variedad de
Madurez L* a* b* C*ap h*ap

“Regional 1 60.45+123  -6.69+137 39.96+2.08 4054+2.18 99.45+1.73
Blanca” I 61974249 239+1.67  42.99+2.06 43.10+2.13  93.11 £2.08

M 61.59+4.12  6.90+3.10  43.52+424 4420431  81.03 £3.90
“Regional 1 48.10£1.71  0.17=1.11 34964247 34.98+2.48 89.62+1.91
Roja” I 55614508 2.78+0.84 3624+3.85 36.35+3.90 85.72+0.94

I 55.0945.62  11.6542.52 3472617 36.68+6.50 71.45+2.26
“Palmira- 1 43.81+5.85 | -021+1.45  23.44+3.88 | 23.51 435 | 90.75 £3.92
1car I 53194286 5904231 30.92+1.12 31.59+1.02 79.13 +4.35

I 57.95+4.14  8.88+1.09 @ 36.56+1.26 37.64+1.41 7634 +1.68

*Todos los datos son el promedio (n = 6) + desviacion estandar

Para el caso de la claridad, se observa que las tres variedades de guayaba presentan un
aumento en el valor de L* a medida que los frutos sufren el proceso de maduracion, es
decir, a medida que maduran tienden a tonos mas claros. La guayaba variedad Palmira
ICA-1 exhibe un mayor crecimiento, (AL* = 14,14), en comparacion a las otras dos
variedades, la Regional Roja y Regional Blanca, las cuales presentan un aumento de AL* =
6,99 y AL* = 1,14, respectivamente. La variedad Regional Roja, presenta un aumento del
parametro L* cuando pasa del estado de madurez I al II, mientras que del estado de
madurez II a III se mantiene casi constante; para la guayaba Regional Blanca, el pardmetro
de luminosidad tiende a mantenerse constante a lo largo de los diferentes estados de

madurez.
La guayaba Regional Blanca presentd mayores valores de luminosidad respecto a las otras

dos variedades, lo que se interpreta, que el color exterior serd mas claro que las otras dos

variedades.
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En la figura 14 se grafican los promedios de las coordenadas de color L*, a* y b*, y en la
figura 15 se representa el comportamiento de los pardmetros croma (C*,, ) y tono (/4,), en

funcion del estado de madurez de las tres variedades de guayaba.
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Figura 14. Valores promedio de las coordenadas L*, a*, b* del color exterior de los
diferentes estados de madurez de las tres variedades de guayaba.
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Figura 15. Valores promedio de los parametros C*,, y h,; del color exterior de los
diferentes estados de madurez de las tres variedades de guayaba.
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En la figura 14 se observa que la coordenada a*, es el pardmetro que mas se afecta con la
maduracion de las tres variedades de guayaba colombiana , ya que para los tres casos sufre
un aumento de 10 unidades, esto significa que para las tres variedades de guayaba
estudiadas, sus colores exteriores tienden a tonos mas rojizos, a medida que se maduran.
Por otra parte, el pardmetro b* muestra el mismo comportamiento que la luminosidad (L *)
para las variedades Regional Blanca y Palmira ICA-1; pero, para la guayaba Regional Roja

este parametro se mantiene casi constante.

Ya que el croma (C*,) y hue (4,) son combinaciones de las coordenadas a* y b*, su
comportamiento permite diferenciar mas facilmente la vividez (colorido) y el tono del color
para cada variedad y sus estados de madurez. Como se puede apreciar en la figura 15, el
croma (C*,) presenta un comportamiento ascendente para la variedad Palmira ICA-1 a
medida que ocurre la maduracion, ya que el color cada vez se hace mas vivo (AC*,;, de la
guayaba Palmira ICA-1 es de 14), En las otras dos variedades no se observaron diferencias
significativas entre los estados de madurez. ( nivel de significancia del 5%,). La guayaba
Regional Blanca presentd en su exterior un mayor colorido de su tono en comparacion a la
guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1, ya que el valor de C* se encuentra entre 40 y 45

unidades, mientras que las otras dos variedades presentaron valores menores a 40 unidades.

En contraste, el tono (h,), el cual define un color cromdticamente, presentd una
disminucién significativa de méas de 12 unidades (nivel de significancia del 5%), en los
valores obtenidos sobre la cascara de las frutas a medida que maduran, cambiando de tonos

amarillos-verdosos a amarillos-anaranjados.

La céscara de la guayaba variedad Palmira ICA-1, sufre un aumento en la vividez (C*,), y
su tono (4,) pasa de verde-amarillento a un amarillo-rojizo a medida que el fruto se
madura. Las medidas tomadas sobre diferentes zonas de la superficie de esta variedad se

pueden considerarse homogéneas.

En el caso de la guayaba variedad Regional Blanca exhibe tonos mas amarillos, con una

vividez ligeramente mayor respecto a las otras dos variedades, ya que el valor de croma se
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encuentra por encima de las 40 unidades, mientras que los valores para las variedades

Regional Roja y Palmira ICA-1 se encuentran entre estan entre 20 y 40.

La localizacién de las medidas de color en el plano (a* b*) determinadas con el

espectrorradidmetro, se presenta en la figura 16. Este tipo de representacion es mas sencilla

de interpretar y facilita el analisis comparativo de las tres variedades, ya que es posible

observar las diferencias en tono que bajo las figuras anteriores no son visiblemente

apreciables.
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Figura 16. Localizacion de los parametros de color de la cascara de las diferentes
variedades de guayaba, en los tres estados de madurez a) Palmira ICA-1, b) Regional
Roja y c¢) Regional Blanca.

La guayaba variedad Regional Roja, presenta un aumento de la vividez, con la maduracion;
sin embargo, en esta variedad se observé una mayor diferencia en las medidas de color, lo
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cual es concordante con el hecho que una sola fruta puede exhibir un color de la céscara no

homogéneo.

En general, las medidas del color de la cascara en las tres variedades de guayaba, se
encuentran localizadas en valores positivos de a* y b*; sin embargo el estado de madurez
verde tiende a valores negativos de a*, es decir, hacia matices verdes. Este comportamiento
fue mas evidente en la guayaba Regional Blanca, la cual en estado I (verde) tiende a tonos
mas amarillos-verdosos que las demés variedades. No obstante, en los diagramas a*, b* del
color de la céscara de las frutas (Figura 16) en el estado III de madurez no se observaron

diferencias significativas entre las tres variedades.

3.2.1.2. Color Interior. Las medidas del color de la pulpa de la guayaba, se realizaron con
el fin de establecer una relacion entre los pardmetros de color y el contenido de pigmentos

(carotenoides y clorofilas) de las diferentes variedades de guayabas durante la maduracion.

En la tabla 5 se muestran los pardmetros de color segun el sistema CIELAB obtenidos

sobre la pulpa de las guayabas estudiadas.

Tabla 5. Parametros de color CIELAB de la pulpa de las tres variedades de guayaba
en los diferentes estados de madurez.

Variedad Estado de Parametros de color®
Madurez L* a* b* C*,p h*,

“Regional I 77.88+0,86 | 3.84+129 | 31.22+088  31.47+089 82.99 £2.35
Blanca” )| 77.49 £5.62  2.80£1.18  31.3020.90 31.43+0.92 84.90+2.13

10| 7534+1.88  4.18+1.33 28.0642,69 28.38+2.85 81.63 £1.95
“Regional I 60.91 +17.54  2539+3.76 15.89+1.75  30.03+2.80 32.27 +5.88
Roja” )| 63.50 £3.82  26.30+1.25  18.79+0,92 3233121 35.55+1.76

10| 62.46+6.55 | 25.63+2.77 1623 +2.68 3035+3.76 3223 +1.66
“Palmira- I 55.44+4.59 | 3028+3.12  18.72+1.67 | 35.60 £3.53  31.75 £0.41
1ca4r )| 54194276  32.20+1.95 16314255 36.11+2.86 26.76+2.37

| 5323+3.95 30274227 14.00+2.01 33384245 2481 +3.03

*Todos los datos son el promedio (n = 3) + desviacion estandar
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La luminosidad de la pulpa de las tres variedades de guayaba no presentd diferencias
significativas con la maduracion. Al comparar las tres variedades se observa que el color de
la pulpa de la guayaba Regional Blanca presenta un valor mayor de claridad (L* = 75-77),
seguido por la variedad Regional Roja (L* = 60-63), y por ultimo la Palmira ICA-1 (L* =
53-55); es decir que la variedad Regional Blanca presenta su tono mas claro que las demas

variedades.

En forma analoga los parametros a* y b* de la pulpano presentaron cambios considerables
para las tres variedades de guayaba con la maduracion. En general, entre los tres estados de
madurez de las variedades de guayaba no se encontraron diferencias significativas en los
parametros de color, por lo tanto se puede concluir que el color interior de las frutas, es

similar a lo largo de la maduracion.

Por medio del parametro croma (C*,;) se observa que la vividez de los tonos para las
pulpas de las tres variedades de guayaba son comparables; en contraste, el tono (4,5) de la
pulpa de la variedad Regional Blanca, con valores entre 81 — 85 se encuentra hacia tonos
amarillos, la cual difiere bastante de los valores obtenidos para las variedades Regional

Roja y Palmira ICA-1, los cuales estan en el intervalo de 25 y 35 hacia tonos rojizos.

La localizacion de las medidas de color de la pulpa de guayaba para cada variedad en los

tres estados de madurez en el plano a*, b*, se observan en la figura 17.
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Figura 17. Localizacion de los parametros de color de la pulpa de las diferentes
variedades de guayaba, en los tres estados de madurez a) Palmira ICA-1, b) Regional
Roja y c¢) Regional Blanca.

En los graficos de la figura 17, se observa una mayor homogeneidad de los datos en
contraste con los datos obtenidos al medir el color en la cascara de la guayaba. También, se
aprecia claramente las diferencias en los valores de luminosidad del color de la pulpa de la
guayaba Regional Blanca (entre 70 y 80) en comparacion con las otras dos variedades, ya
que la guayaba Palmira ICA-1 y Regional Roja presentan valores de luminosidad alrededor

de las 60 unidades.

Se confirma que el color de la pulpa de la guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1
presentan un tono y saturacion similares, ubicado hacia el anaranjado-rojizo, ya que se

encuentran en el primer cuadrante del plano (a*, b*), y que no son diferenciables entre los
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diferentes estados de madurez. En contraste, el color de la pulpa de la variedad Regional

Blanca se desplaza hacia el amarillo verdoso.

3.2.1.3. Analisis estadistico. El analisis de componentes principales es un método de
andlisis multivariado que transforma un conjunto de variables en un niimero menor
(Ilamados componentes principales), que contienen la mayor informaciéon del conjunto
inicial®®. Con el fin de visualizar las relaciones entre las variables, en este caso los
parametros que describen el color de las frutas, se realizaron graficos de los planos

factoriales.

El plano factorial, del analisis de componentes principales (ACP), correspondiente al color
de la cascara de las diferentes variedades de guayaba en los tres estados de madurez
seleccionados se muestra en la figura 18. Como se aprecia, las variables L*, b* y C* se
representan muy bien en el primer eje, mientras que los parametros a* y 4 se relacionan con
el segundo eje. Al correlacionar los puntos que representan al color exterior de las
variedades Regional Blanca y Regional Roja hacia los parametros 4 y C*,;, se observo que
estas dos variedades se logran diferenciar ya que la guayaba Regional Blanca tiende a
valores positivos de los pardmetros 2 y C*,, mientras que la variedad Regional Roja
presenta un comportamiento opuesto al mencionado anteriormente. La variedad Palmira
ICA-1 present6 valores del parametro 4, (tonos) similares a la variedad Regional Roja; sin

embargo, fue posible diferenciarlos por la saturacion (C*,;) y la luminosidad (L *).

En cuanto al color de los estados de madurez, es posible diferenciarlos claramente ya que
los parametros de color para los estados I, II y III se representan en cuadrantes diferentes

(Figura 18).

En general entre los puntos de medicion seleccionados para evaluar el color exterior
(centro, arriba, abajo), se observaron diferencias, ya que algunos puntos presentaron valores
de C*,, positivos, en otras palabras una mayor saturacioén del tono. Por lo tanto es posible
considerar que por espectrorradiometria el color de la céscara no es homogéneo para cada

fruta.
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Figura 18. Plano factorial del color exterior de la guayaba colombiana.

El plano factorial que representa el color de la pulpa de las variedades de guayaba
estudiadas, se muestra en la figura 19. Para este caso, las variables L*, a*, b* y h se
representan en el primer eje, mientras que el parametro C* se relaciona con el segundo eje.
Al correlacionar los puntos que representan al color interior de las variedades Regional
Roja y Palmira ICA-1 hacia el parametro C*, presentan tendencias similares, sin embargo,
la guayaba Regional Roja presenta una intensidad del color menor a la guayaba Palmira

ICA-1.

En cuanto a los estados de madurez, se corrobord que no hay diferencia significativa para
los parametros del color interior para los estados I y II; sin embargo, el estado III difiere de
los otros dos por medio del parametro de color C*, ya que tiende a valores negativos, lo que
quiere decir que el tono de la pulpa disminuye su intensidad al alcanzar las guayabas dicho

estado de madurez.
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Figura 19. Plano factorial del color interior de la guayaba colombiana

3.2.2. Analisis de imagen. Debido que la guayaba no presenta un color homogéneo en su
superficie, se decidio utilizar la digitalizaciéon de imagen con el objeto de capturar todo el
aspecto de la muestra y obtener unos parametros CIELAB maés concordantes con el color
real de las frutas. Asi, se analizaron imagenes de la pulpa (interior) y la cascara (exterior)

de las tres variedades de guayaba, para los tres estados de madurez establecidos.

Se muestrearon 900 pixeles de las imagenes capturadas para cada variedad de guayaba, de
los cuales se midid el color en pardmetros RGB por medio del software Image-Pro;
posteriormente para la conversion RGB- CIELAB se implemento un algoritmo en Matlab

R2009b.
Una vez calculados los parametros cromaticos de las iméagenes considerando sus pixeles

individualmente para la visualizaciéon de la heterogeneidad cromadtica se graficaron en

forma de nubes de puntos, como se observa en las figuras 20 y 21.
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Figura 20. Imagenes del exterior y grafico de los parametros de color de la cascara de
diferentes variedades de guayaba, por analisis de imagen de las variedades a) Palmira
ICA-1, b) Regional Roja y c¢) Regional Blanca.

Las nubes de puntos del exterior de las guayabas experimentan cambios significativos al
avanzar la madurez, especialmente en el estado III; por lo general se desplazan hacia tonos

mas bajos (rojizos) y de mayor intensidad cromatica. En el exterior de la variedad Regional
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Blanca aparecen puntos cerca del eje de coordenadas, los cuales, ademds de tener valores

de claridad muy bajos, corresponden a las manchas negras de la superficie de la fruta.

El tono (h,) de la cascara de las frutas, presentd una disminucion a medida que se
maduran, exhibiendo para las tres variedades cambios de tonos verdes a amarillos-
anaranjados, para las variedades Regional Roja y Palmira ICA-1, y de tonos verdes a

amarillo-verdosos para el caso de la variedad Regional Blanca.

En cuanto a la vividez del color (C*,,), se observa que en la cascara de las tres variedades,

se hace mayor la intensidad del color a medida que pasa del estado I al III.

Una conclusion significativa de estos resultados es que el color de las variedades Regional
Roja y Regional Blanca en el estado 111, se pueden diferenciar exteriormente por analisis de
imagen, ya que los valores de la coordenada a* para la primera variedad tienden a valores
positivos, tonos rojizos, mientras que para la variedad Regional Blanca dicha coordenada se

encuentra hacia valores negativos, tonos verdosos.
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Figura 21. Imagenes del interior y grafico de los parametros de color de la pulpa de
diferentes variedades de guayaba, por analisis de imagen de las variedades a) Palmira
ICA-1, b) Regional Roja y c¢) Regional Blanca.

Las nubes de puntos de color del interior de los frutos aparecen muy solapadas en las tres
variedades, pudiéndose afirmar que no existe evolucion significativa del color en los tres

estados de madurez considerados. Sin embargo, al comparar las tres variedades, se
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observaron diferencias notorias que van desde rojizo (Palmira ICA-1) al verde-amarillento

(Regional Blanca).

En general, se puede afirmar que los cambios mas notorios en los parametros de color,
luminosidad, croma y tono, se dan en la cascara de las frutas, mientras que en la pulpa no

presentan variaciones significativas.

Los datos de color de la céascara obtenidos por analisis de imagen fueron ligeramente
diferentes con los hallados por espectrorradiometria, ya que se presentaron corrimientos
hacia —a* (tonos verdes). Por lo tanto el anélisis de imagen permitié determinar con mayor
certeza el color de la guayaba, ya que esta metodologia involucra medidas de color sobre la

superficie total de la fruta.

3.3. ANALISIS QUIMICO DE LOS PIGMENTOS.

3.3.1. Analisis de los carotenoides y clorofilas por espectrofotometria UV-Vis.
Teniendo en cuenta que la guayaba es una fruta con alto contenido de agua (86 % agua'?),
el solvente organico de extraccion debe ser afin con esta, para lograr una facil penetracion
en la matriz; ademas debe disolver los pigmentos de interés. Es asi, como se seleccionaron
tres solventes de extraccion que cumplieron los requisitos anteriores: acetona, mezcla de

hexano /etanol, y metanol.

Después de realizar la extraccion de las clorofilas y los carotenoides por los tres sistemas
seleccionados, se llevo a cabo el anélisis por HPLC-DAD, observandose que el método de
extraccion que permitid obtener un mayor contenido de pigmentos respecto a los otros
solventes fue el de acetona como solvente extractante, y éter de petrdleo en lugar de
hexano, como solvente de particion, ademaés este método permitid obtener un extracto mas
coloreado con un menor nimero de extracciones (Figura 22). En cuanto a la extraccion
realizada con hexano/etanol, se logré obtener un residuo de fruta blancuzco, con un mayor
nimero de extracciones, pero, el extracto fue menos coloreado en relacion al sistema

acetona/éter de petrdleo; al usar el tercer sistema, metanol y éter de petréleo, no se logro
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obtener un residuo de fruta blanco, a pesar de realizarse varias extracciones. Esto puede
explicarse debido a que el solvente de extraccion (metanol) es bastante polar y no logra
disolver los pigmentos de la guayaba de baja polaridad. Por lo tanto el metanol no es un
solvente eficiente para la extraccion de carotenoides en la guayaba ya que no extrae todos

los pigmentos presentes en ella.

b)

[m }

Acetona (Eter de petrolen Hexano-Etanol | Hexano  Metanaol ! Etar de patrdles

Figura 22. Extracto y residuo obtenido por diferentes procedimientos de extraccion,
para las variedades a) Regional Roja, b) Palmira ICA-1 y ¢) Regional Blanca.

Es asi, como la acetona se puede considerar como un solvente extractante apropiado para la
guayaba, ya que permitié extraer la mayor cantidad de pigmentos de dicha fruta. La mezcla
de un solvente polar con uno no polar, como hexano/etanol, es una buena alternativa para

extraer los carotenoides y clorofilas de la guayaba.

Con estos resultados, se tomaron las tres variedades de guayaba, en los diferentes estados
de madurez y se procedié a realizar extraccion de la fruta completa, y de la pulpa por

separado, con acetona y posterior particion con éter de petrdleo. A los extractos obtenidos
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se les determind el contenido de clorofilas y carotenoides totales, por medidas de
absorbancia a 660 nm y 450 nm, respectivamente. Es importante mencionar que a esta
ultima longitud de onda se presentan interferencias en las medidas de absorbancia, ya que
las clorofilas también presentan una pequefia absorcion en esta region del espectro UV-Vis,

por lo tanto el contenido total de carotenoides podria ser ligeramente mayor al real.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos se calcularon los contenidos de
carotenoides y clorofilas totales, los cuales se expresaron como miligramos de [-caroteno o

feofitina a, por kilogramo de fruta respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de carotenoides y clorofilas totales de las tres variedades de
guayaba colombiana en los diferentes estados de madurez .

Estado | Contenido de carotenoides totales | Contenido de Clorofilas Totales
Variedad de (mg B-caroteno/Kg fruta) (mg feofitina a /Kg fruta)
Madurez Fruta Pulpa Fruta

“Regional I 4422 +1.35 54.38 + 6.55 347 +0.67
Roja” 0 77.72+830 77.34+6.79 1.71 + 0,01
111 91.50+9.46 102.81 £ 6.55 1.09 £ 0.06
“Regional | - - 341+7,76
Blanca” I a - 0,95+ 4,58
il 0.74 + 0.57 ; 0,11+022
“Palmira- I 4723 £4.12 61.27 £ 5.54 13.89 £ 0.24
1C4 1~ I 94.12+7.87  79.28+6.17 3.75+0,13
111 160.68 +4.10  224.05 + 6.63 1.08 £0.08

*Todos los datos son el promedio (n=3) + desviacion estandar; - no detectado.

En la tabla anterior, se observa como el contenido de carotenoides en la pulpa aumenta en
las variedades Regional Roja y Palmira ICA-1, con la maduracion; estos resultados se
pueden relacionar con la ligera disminucion en el pardmetro de color /., de las frutas. En
tanto que en la variedad Regional Blanca, dichos pigmentos no fueron detectados, a

excepcion del estado III.
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En cuanto al contenido de clorofilas totales, este valor se hace menor, a medida que la fruta
sufre el proceso de maduracion, lo cual se relaciona con la disminucion en el valor del tono

(hap) del color de la cascara, pasando de tonos verdes a amarillos-anaranjados.

La variedad Palmira ICA-1 presenta un mayor contenido de carotenoides en relacion a las
otras variedades, sobre todo en el estado maduro; esta tendencia se atribuye a un alto grado
de carotenogénesis que se lleva a cabo en esta variedad, ya que la sintesis de pigmentos en
los cromoplastos con la maduracion es alta, a medida que desaparecen las clorofilas y otros

pigmentos clorofilicos, como algunos carotenoides con anillos B y €.

3.3.2. Analisis de carotenoides y clorofilas por HPLC-DAD y HPLC-MS. El anélisis de
los extractos por HPLC-DAD se realizé para identificar y cuantificar los pigmentos que
contribuyen al color de la guayaba, en forma individual. La identificacion se realizé con
base en los datos del espectro UV-Vis obtenido por el DAD de cada uno de los compuestos

separados, y de los espectros de masas obtenidos con la interfase APCI del HPLC-MS.

En la figura 23 se presentan los cromatogramas a una longitud de onda de 472 nm y 408
nm, obtenidos al analizar los extractos de carotenoides de las variedades Regional Roja y

Palmira ICA-1, por HPLC-DAD.

La identificacion de los carotenoides y clorofilas se llevd a cabo por comparacion de sus
tiempos de retencion y su espectro de absorcion en el UV-Vis, con los estandares

previamente aislados y reportados en la literatura® °'.
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Figura 23. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de los extractos de a)
carotenoides (472 nm) y b) clorofilas (408 nm) de las variedades Regional Roja y
Palmira ICA-1, bajo las condiciones mencionadas en el numeral 2.5.3.
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La cuantificacion de los pigmentos presentes en los extractos obtenidos a partir de las
diferentes variedades de guayaba se realiz6 por medio de curvas de calibracion externa de
licopeno y feofitina a, como se explico en el numeral 2.5.4. Se seleccionaron estos dos
compuestos ya que fueron los que se encuentran en una mayor proporcion en las muestras

(Tabla 7).

Tabla 7. Composicion de pigmentos en diferentes estados de madurez de tres
variedades de guayaba *.

Variedad Estado de Carotenoides (mg/kg fruta) Clorofilas (mg/kg fruta)
madurez | [jcopeno | B-Caroteno = Luteina  Feofitinaa @ Feofitinab = Clorofila b
“Regional I 7.30 +£0.84 - 0.09 £0.01 | 0.16 £0.05 | 0.03 £0.01 -
roja” 1 10.19 £0.73 - 0.05 £0.00 - - -
111 18.25 £0.65 - 0.03 £0.02 - - -
“Regional I - - - 0.20+0.13 - -
Blanca” I - - - - . -
111 - - - - - -
“Palmira- I 1527 £1.57 # 0.30+0.13 0.17+0.05 @ 0.70 £0.16 - 0.09 £0.02
1CA 1" I 23.1842.93 | 0.26+0.02 | 0.12+0.01 = 0.19 £0.02 - -
III 28.07£2.25  1.55+0.38 0.11+0.03 . 0.34+0.13 -

“Todos los datos son el promedio (n=3) + desviacion estandar; - no detectado.

Las variedades Regional Roja y Palmira ICA-1 presentaron como carotenoide mayoritario
el licopeno. La guayaba Palmira ICA-1 posee una mayor cantidad de dicho carotenoide,
(28,07 mg licopeno/ kg fruta). En la guayaba Palmira ICA-1, ademas de licopeno y luteina,
se detectd PB-caroteno en los tres estados de madurez, lo que permiti6 diferenciarla de la
variedad Regional Roja. En cuanto a la guayaba Regional Blanca, no exhibié absorcion
considerable a 472 nm, por lo tanto, es posible concluir que el contenido de carotenoides en

esta variedad no es detectable.

En forma analoga a los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Vis, se encontrd
que los carotenoides, licopeno y B-caroteno aumentan con la maduracion, en tanto que las

clorofilas disminuyen durante este proceso.
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En contraste, el contenido de luteina disminuye a medida que las variedades Regional Roja
y Palmira ICA-1 maduran. Este comportamiento también se ha detectado en Capsicum
annuum™, en donde se demostr6 que durante la maduraciéon la luteina gradualmente
desaparece por ser un pigmento que se desarrolla en los cloroplastos, y no en los
cromoplastos. Al madurar el fruto las enzimas ciclasas se encuentran comprometidas en la
sintesis de carotenoides con anillos-B,8, ademds hay una regulaciéon de los genes que
codifican la actividad de la ciclasa de anillos-¢, este se suprime, dando como resultado la

incapacidad de la fruta para producir pigmentos como la luteina.

En la figura 23b se presentan los cromatogramas obtenidos a 408 nm de los extractos de
guayaba, donde se logro identificar feofitina a, b y clorofila b. Estos pigmentos son los
responsables de impartir la coloracion verde caracteristica del estado inmaduro de las

frutas.

En la guayaba Regional Roja se detectaron feofitina a y b, siendo la primera, la que se
encuentra en mayor proporcion; en la guayaba Regional Blanca, solo se detecto feofitina a,

y en la guayaba Palmira ICA-1 se encontraron feofitina a y la clorofila b.

En la tabla 7 se observa como disminuye el contenido de los pigmentos verdes en los
diferentes estados de maduracion de la guayaba Palmira ICA-1. La feofitina a solo se
detect6 en la variedad Regional Roja y Regional Blanca en el estado I de madurez. La
presencia de feofitina a en lugar de clorofila a, se puede atribuir a la susceptibilidad del
reemplazo del i6n de magnesio que se encuentra coordinado con este tipo de pigmentos,
por el 16n hidronio, debido a la liberacion de acidos dentro de las estructuras celulares. Este
hecho es muy frecuente en alimentos que hayan sufrido golpes, trituracion o

calentamiento’>.

Segun los valores de los parametros colorimétrico reportados en la tabla 5, la guayaba
Palmira ICA-1 presenta un color interior ligeramente mas rojizo y con mayor intensidad
que la guayaba Regional Roja, lo cual puede explicarse por la presencia de B-caroteno y por

el mayor contenido de licopeno.
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En cuanto a la guayaba Regional Blanca, los tonos mas amarillos que exhiben se deben a la

ausencia de pigmentos carotenoides.

La identificacion de los carotenoides realizada en el HPLC-DAD, se confirmé por HPLC-

APCI-MS. Ademdas se identificaron tentativamente algunos compuestos minoritarios

presentes en los extractos de guayaba estudiados, procesando una mayor cantidad de

muestra. En la tabla 8 se resume la identificacion de los carotenoides, realizada con base en

sus caracteristicas espectrales UV-Vis y los datos obtenidos por espectrometria de masas;

en la figura 24 se presentan los cromatogramas obtenidos a 450 nm en el HPLC-APCI-MS.

Tabla 8. Caracteristicas espectrales de los carotenoides detectados en las variedades
de guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1.

No.

Iones fragmento® (m/z)

. b
Sefial® Carotenoide Ay () Modo positivo Modo negativo
1 Criptoflavina® = 403, 425, 452° | 551[M+H-18]"; 568.4169[MJ;

476[M-92]"; 473[M-H-79-157;

475[M-H-92]" 392[M-176];
269[M-+H-300]

2 Luteina 420, 440,470  551[M+H-18]"; 568.4223[MJ;

476[M-92]"; 473[M-H-79-15]".

475[M-H-92]";

457[M-H-18-92]";

391[M-H-18-158]"

3 B-Caroteno 450, 480 537[M+H]"; 536.4327[M];

457[M-7971"; 535 M-HT;

444 [M-92] 443" TM-H-927;
429'TM-H-1067;
399[M-H-136];
333'IM-2037;
203 M+H-334]

4 Licopeno 446,472,500 | 537[M+H]’; 536.4334[M];

536[M]"; 535 TM-HT;

391[M+2H-147]" 467 M-697];
443[M-H-927;

429 TM-H-106]

*Numeracion de acuerdo al orden de elucion de la figura 24; ® obtenido con el detector de
arreglo de diodos en un gradiente de MeOH / agua / MTBE; ° detectado por HPLC-APCI-
MS; 4identificacion tentativa; °reportado en la literatura®; ffragmentos fueron obtenidos

por MS/MS del 16n pseudomolecular.
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Figura 24. Cromatogramas (450 nm) obtenidos por HPLC-APCI-MS de los extractos
de carotenoides de las variedades a) Palmira ICA-1 y b) Regional Roja en el estado de
madurez III.

La identificacion de los carotenoides separados por HPLC se logré por comparacién en las
longitudes de onda de maxima absorcion y la estructura fina que presentan, las cuales

fueron concordantes con los estandares y con la referencia bibliografica®'.

En las figuras 25, 26, 27 y 28 se muestran los espectros de masas y la explicacion de los

rompimientos de los carotenoides identificados en las variedades Regional Roja y Palmira

ICA-1.
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Figura 25. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo y negativo y b)
explicacion de los fragmentos caracteristicos de la criptoflavina.

La criptoflavina presentd un i6n molecular de 568.4169 unidades de masa, concordante con
la formula C4HscO2 (m/z 568.4280). En modo positivo, se presentd la pérdida del grupo
hidroxilo terminal como agua para generar el i6n m/z en 551. La sefial en el m/z 475 se

atribuye a la pérdida de una unidad de tolueno, la cual corresponde a la fragmentacion de la
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cadena de polieno. El i6n m/z en 269 detectado en modo negativo se atribuye al

rompimiento de la cadena poliénica en los carbonos

modo positivo
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Figura 26. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo y negativo y b)
explicacion de los fragmentos caracteristicos de la luteina.

El espectro de masas de la luteina (Figura 26),

en modo positivo no mostrd el i6n

molecular, sino el fragmento en m/z 551 unidades de masa, el cual corresponde a la pérdida

de agua. Se observaron otros iones debidos a la ruptura de la cadena de polieno, como son

las senales a 476, 475 y 391 m/z, los cuales se atribuyen a la pérdida de tolueno y dimetil-

naftaleno. En modo negativo se detectd el i0n molecular a 568.4223, concordante con la

formula molecular C49Hs60; (m/z 568.4280)
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Figura 27. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo, negativo y
MS tandem, y b) explicacion de los fragmentos caracteristicos del B-caroteno.
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En el espectro de masas del B-caroteno (Figura 27), en modo negativo se detectd el i6n
molecular en m/z 536.4327 concordante con la formula C4oHse (m/z 536.4382). En cuanto a
las fragmentaciones se presentan las sefales correspondientes a la pérdida de tolueno [M-
92] y xileno [M-106], debidas a los rompimientos de la cadena poliénica®’. Otros iones
fragmento son las sefiales atribuidas a las pérdida de los anillos 3, como el i6n m/z en 399
[M -136]. La generacion de los iones 203 y 333, a partir del i6n molecular 536 por

espectrometria de masas en modo tandem corroboraron, la identificacion del B-caroteno.
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Figura 28. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo, negativo y
MS tandem, y b) explicacion de los fragmentos caracteristicos del licopeno.

Para el caso del licopeno, se observo el mismo i6n molecular que el B-caroteno, por lo tanto
estos dos compuestos no se pueden diferenciarse facilmente por espectrometria de masas;
sin embargo al hacer fragmentacion del ion m/z 536 por MS/MS, se encontré que el

licopeno producia el i6n en m/z 467, el cual no lo presenta el B-caroteno. Este fragmento
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corresponde a la pérdida de 69 unidades de masa, caracteristica de carotenoides aciclicos.
Ademas del i6n molecular, en el espectro de masas se observaron iones fragmentos

correspondientes a las rupturas de la cadena de polieno, como pérdidas de tolueno y xileno.

3.3.3. Analisis de antocianinas por HPLC-DAD. El extracto de antocianinas se obtuvo
por adsorcion selectiva en amberlita XAD-7 segtn el procedimiento descrito por Barrios et
al.%; dicho extracto se analizo6 por HPLC-DAD, y no mostro absorcion considerable a 520
nm, por lo tanto, es posible concluir que el contenido de antocianinas en esta fruta, bajo las

condiciones trabajadas, no fueron detectables.
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4. CONCLUSIONES

Por medio de la colorimetria triestimulo se logré diferenciar exteriormente entre las
variedades Regional Roja y Regional Blanca, ya que para esta ultima variedad la

coordenada a* del espacio CIELAB tiende a valores negativos.

Las medidas objetivas de color, llevadas a cabo por espectrorradiometria y analisis de
imagen, presentaron resultados similares; sin embargo, el analisis de imagen arrojo

resultados mas representativos del color de la fruta.

La técnica HPLC-APCI-MS permiti6 la identificacion de los pigmentos criptoflavina,
luteina, B-caroteno y licopeno, presentes en las variedades de guayaba colombiana Regional

Roja, y Palmira ICA-1.

Los carotenoides responsables del color de las variedades de guayaba colombiana Regional
Roja fueron el licopeno y luteina, y de la Palmira ICA-1 fueron licopeno, B-caroteno,
luteina y criptoflavina; estas dos variedades se diferencian en el contenido de estos
pigmentos. En cuanto a la variedad Regional Blanca su pigmentacion no se atribuye a la

presencia de carotenoides.

Los pigmentos responsables del color verde del estado inmaduro fueron las clorofilas,
identificandose la presencia de feofitina a, feofitina b y clorofila b, principalmente en el

estado I de las frutas.
Durante la maduracion de la guayaba variedad Regional Roja y Palmira ICA-1, los

pigmentos presentes en los cromoplastos, como licopeno y p-caroteno se sintetizan

aumentando su concentracion en la fruta, mientras que los pigmentos que se encuentran en
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los cloroplastos, como clorofilas y algunos carotenoides (por ejemplo la luteina),

desaparecen gradualmente en la guayaba.

Las variaciones en los contenidos de pigmentos con la maduracion, se correlacionaron con
los cambios observados en los valores de los parametros de color, ya que a medida que las
frutas maduran y los contenidos de carotenoides, como B-caroteno y licopeno, se hacen
mayores, el parametro /., disminuye hacia tonos rojizos y el C*ab aumenta hacia tonos

mas saturados.
La guayaba Palmira ICA-1 present6 un color interior ligeramente mas rojizo y con mayor

intensidad que la variedad Regional Roja, lo cual se podria explicar por la presencia de 3-

caroteno y por el mayor contenido de licopeno.
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